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EVALUACION DEL VOLUMEN DEL MEDIO DE CULTIVO
PARA LA PRODUCCION DE Metarhizium anisopliae cepa BISA 01-2000

RESUMEN

El trabajo consistié en la evaluacion de diferentes niveles de medio de cultivo liquido para la
produccién comercial de la cepa BISA 01-2000 de Metarhizium anisopliae, mediante un sistema
de produccién bifasico. La evaluacion se enfocé en el medio sumergido, para incrementar el
nivel de conidios por gramo en la segunda fase de la produccion, que es por fermentacién del
sustrato solido. Los resultados demostraron que debido a la forma conica donde se agitan los
medios de cultivo, a mayor volumen de medio, se obtiene una menor agitacion, lo cual
repercute en las concentraciones de las dos estructuras arriba mencionadas, de una forma
inversamente proporcional al volumen utilizado, pero también se determind6 que el
aprovechamiento de la capacidad instalada del laboratorio si esta relacionado de forma
directamente proporcional al factor volumen. Se concluye que debido a que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos, el tratamiento con una mayor rentabilidad por
unidad productiva es el namero cuatro (700 ml), mientras que si el enfoque es el
aprovechamiento de la capacidad instalada del laboratorio, el mejor tratamiento es el numero
seis (900 ml). Basado en esto, se recomienda utilizar uno de estos tratamientos para la
produccién comercial del hongo, y a la vez se propone continuar con esta investigacion,
determinando cual es el volumen de indculo por bolsa, en la fermentacion del sustrato sélido al

cual se obtiene una mayor produccion.



EVALUATION OF VOLUMES OF CULTURE MEDIUM FOR THE PRODUCTION OF
Metarhizium anisopliae, BISA 01-2000 strain

SUMMARY

The study consisted of the evaluation of six volumes of liquid culture medium made up of
demineralized water, casein peptone, yeast extract, anhydrous glucose, and a dispersing agent
for the commercial production of the Bisa 01-2000 strain of Metarhizium anisopliae, through a
two-phase production system. The evaluated treatments were: 400, 500, 600, 700, 800, and 900
ml. The evaluation was focused on the submerged medium to increase the conidium per gram in
the second production phase that is based on fermentation of the solid substrata. The response
variables were: blastospores per ml, conidia per gram and cost per dose. The results showed
that since the vessel used to shake the culture medium is conical, the higher medium volume
used results in lower agitation, which affects the inoculated concentrations in an inversely
proportional manner to the volume used. It was also determined that using the laboratory’s
installed capacity is directly proportional to the volume factor. It is concluded that due to
significant differences among the treatments, the most profitable treatment per production unit is
that of 700 ml, while the best treatment to utilize the laboratory’s installed capacity is that of 900
ml. Based on the above, it is recommended to use these treatments for the commercial
production of fungus and at the same time it is recommended to carry out further research,
determining which is the inoculum volume per bag in the solid substrata fermentation that will

allow higher production.



|. INTRODUCCION

La problematica de los insectos plaga dentro del cultivo de la cafia de azucar (Saccharum sp.)
es de gran importancia econdmica para la agroindustria azucarera guatemalteca, dentro de los
gue cabe destacar a la chinche salivosa (Aeneolamia sp. y Prosapia sp.) como la principal plaga
que afecta el follaje, reduciendo con su dafio el &rea fotosintética efectiva de la planta, lo que se
ve reflejado en un menor crecimiento de los tallos y por ende en una disminucion de la

produccién de toneladas de cafa y azucar por hectarea.

La fitoproteccion juega un papel de suma importancia en el manejo de los cultivos. Dentro de
este campo, la implementacion del Manejo Integrado de Plagas (MIP) se ha convertido en una
de las herramientas mas sostenibles para mantener los niveles poblacionales por debajo del
nivel de dafio econémico, con el menor impacto ambiental posible. La necesidad de
implementar el MIP en Guatemala se dio a raiz de los problemas con el control de plagas en el
cultivo del algodon (Gossypium herbaceum) en las décadas de los setenta y ochenta. El MIP
esta constituido por varios métodos de control (cultural, etolégico, biolégico, mecénico y el
quimico como Uultima opcion), los cuales realizados de forma oportuna, producen buenos
resultados. Dentro del método de control biol6gico destaca la utilizaciébn de parasitoides,
depredadores y entomopatégenos.

El hongo Metarhizium anisopliae es uno de los biocontroladores mas utilizados en Guatemala
para el control de plagas en el cultivo de la cafia de azlcar, principalmente como se mencioné
para el control de la chinche salivosa, que es una de las plagas de mayor importancia
econdmica para su cultivo en el pais. La produccion de este hongo ha sido uno de los pilares en
el control biolégico de dicha plaga, sin embargo, a pesar de que en Guatemala se cuenta con
una amplia experiencia sobre su produccién, dentro de dicho proceso existen areas deficientes
en lo que respecta a investigacion, haciendo vulnerable su producciéon por la falta de

informacioén validada.

Uno de esos procesos es la produccion de matrices liquidas, éstas consisten en la inoculacion
con conidio puro de M. anisopliae en medio de cultivo liquido contenido en frascos erlenmeyer y

la agitacion de estos a 160 revoluciones por minuto en agitadores orbitales, que estimulan la



formacion de blastosporas, éstas luego se transformaran en micelio y posteriormente en
conidios que son las unidades infectivas utilizadas para controlar a los insectos plaga en el
campo. Las revoluciones por minuto a las que se somete el medio de cultivo liquido dentro de
los frascos erlenmeyer parecieran estar directamente afectadas por el volumen de medio
contenido en estos, debido a su forma conica, haciendo vulnerable el desarrollo y la
concentracion de blastosporas, lo que sera reflejado en la concentraciéon de conidios en el
sustrato solido utilizado en la segunda fase de produccion.

La forma cédnica de los frascos erlenmeyer es necesaria para evitar derramamientos de medio
liguido por la fuerza centrifuga que el agitador orbital ejerce sobre el material, pero esta forma
cbnica a la vez pareciera que afecta la agitacion de forma tal que a medida que se aumenta el
volumen dentro de los frascos, disminuye la velocidad de agitacién del liquido contenido en su

interior.

De lo anterior surgié la propuesta de investigacion, en la cual se evalud la produccion de
blastosporas y conidios de la cepa BISA 01-2000 de M. anisopliae, que es la de mayor
importancia en el control de la chinche salivosa en el Ingenio La Unién S. A., en seis diferentes

volimenes de medio de cultivo en la produccién de matrices liquidas.



Il. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

La cafia de azUcar es afectada por varias especies de plagas, lo que constituye uno de los
factores mas importantes en la disminucion de la productividad (Badilla, 2000). La chinche
salivosa (Aeneolamia sp y Prosapia sp) causa graves perjuicios, ya que los adultos se
alimentan de las ldminas foliares de la cafia provocando una fitotoxemia, a causa de la
inoculacion de enzimas aminoliticas y oxidantes. Esto trae como consecuencia la disminucion
de la capacidad fotosintética, y producto de esto, el proceso formativo de la sacarosa en el tallo
se disminuye, causando pérdidas cuantiosas (Badilla, Toledo y Barreno, 1996).

Para el control de cercopidos en cafia de azUcar se han utilizado diferentes estrategias de
control; dentro de ellas el hongo M. anisopliae se ha utilizado con éxito para el control de
adultos de esta plaga en paises como Costa Rica, Venezuela, Panama, Guatemala y Nicaragua
(Badilla, 2000).

Segun el Comité de Manejo Integrado de Plagas Cafiamip (2012), la chinche salivosa es uno de
los insectos plaga de mayor importancia econdémica en el cultivo de la cafia de azucar en
Guatemala, reportando para la zafra 2011 - 2012, un total de 2,273 hectareas dafadas,

ocasionando pérdidas por 3,917 toneladas métricas de azUcar.

2.2 GENERALIDADES DE LA CHINCHE SALIVOSA

Segun Salazar (1990), Aeneolamia es el género que comprende la mayoria de insectos
conocidos como salivasos (cercopidos), los cuales causan grandes dafios a la cafia de azucar.
Las especies de este género se pueden desarrollar sobre pastos, malezas gramineas, ademas
de la cafia. Estos cercopidos se encuentran desde los 10 metros sobre el nivel del mar (msnm)
hasta los 1700 msnm, mientras que Salguero (2008) indica que se encuentra desde los 0 hasta
los 3000 msnm. Los cercépidos tienen en comun la caracteristica de alimentarse en su estado
adulto de las laminas foliares de la cafia de azlcar, inyectandoles toxicos oxidativos que

obstruyen los haces vasculares, provocando fitotoxemia causada por la inoculacién de enzimas



aminoliticas y oxidantes, asi como aminoacidos. Este estado patoldgico se presenta después
de pocos dias, con la aparicibn de manchas lineales cloréticas, las que paulatinamente se
tornan amarillas y luego necréticas (Salazar, 1990).

2.2.1 Clasificacién taxonémicay distribucion geografica de la chinche salivosa

La clasificacion taxonémica de la chinche salivosa, consultada en el portal de la Facultad de

Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala es la siguiente (Anénimo, 2013):

Reino........... Animal
Phyllum........ Arthropoda
Clase........... Insecta

Subclase....... Pterygota

Division....... Exopterigota
Orden.......... Hemiptera
Suborden...... Auchenorryncha

Superfamilia... Cercopideae

Familia......... Cercopidae
Subfamilia...... Tomaspidinae
Género........... Aeneolamia
Especie.......... postica

Segun Villacorta citado por Camo (1999), las especies del género Aeneolamia se encuentran en
América Central y en toda la region oriental de América del Sur y son las que presentan la
distribucion mas amplia y la mayor importancia en Venezuela, Las Guyanas y América Central.
En Brasil predominan las especies de los géneros Deois, Zulia y Mahanarva, en tanto que el

género Prosapia esta limitado a los paises de América Central (Figura 1).



Figura 1. Adultos de la chinche salivosa

2.2.2 Bio-ecologia de la chinche salivosa

Segun Peck (2001) citado por Salguero (2008), la chinche salivosa, salivita, salivazo o mosca
pinta (Aeneolamia sp y Prosapia sp) como también se le conoce, es un insecto con aparato
bucal picador-chupador que se alimenta de la savia de gran diversidad de gramineas tropicales.
Es posible encontrar diversas especies nativas que por su dafio se han convertido en una plaga

de importancia econémica de gramineas forrajeras, cafia de azlcar, maiz y sorgo.

2.2.3 Ciclo biologico y habitos de la chinche salivosa

Segun Camo (1999), la chinche salivosa es un insecto con tipo de metamorfosis hemimetabola

pasando por las siguientes etapas:

e Estado de huevo: Son de forma oval, de color amarillo o crema, tardan en incubar de
18 a 26 dias, eclosionan cuando empiezan las lluvias, por lo que la humedad relativa y la

temperatura influyen mucho en su eclosion.

Al transcurrir cinco dias de incubacion aparecen cuatro manchas rojizas: dos de ellas
aparecen cerca del polo anterior mas agudo y corresponden a los ojos del embrion, las
otras dos manchas se sitian cerca del polo posterior y corresponden a los tubos de
Malpighi. Progresivamente se va desarrollando una sutura o mancha negra a partir del



polo anterior, la cual avanza en forma longitudinal hasta la parte media del huevo, por
esta estructura conocida con el nombre de opérculo, emerge la ninfa en el momento de

la eclosion (Camo, 1999).

Diapausa: se realiza en estado de huevo, la fijacion es en gran parte genética y en parte
una influencia externa sobre la hembra cuando pone los huevos. Esta influencia
probablemente es en parte micro-ambiental y en parte debido a factores quimicos en el
jugo de las hojas de la cafa. La diapausa puede durar de 15 hasta 225 dias y ser muy
variable en cuanto a duracion y composicion dentro de cada lote de huevos producidos
por las hembras y en diferentes épocas del afio. Puede ser que probablemente sea
influido por el fotoperiodo, posiblemente por el estado de madurez de la cafia, la cual
cambia la combinacién de aminoacidos en la savia de la cafia, ingerida por las hembras
(Camo, 1999).

Estado de ninfa: La ninfa provoca un dafio leve, atacando principalmente la raiz,
chupando su jugo. Estas se cubren de una sustancia espumosa que secretan por el
extremo anal, lo que las protege y cubre con una sustancia espumosa. Las ninfas se
caracterizan por la segregacion de saliva 0 espuma que les da su nombre caracteristico.
Este liquido protege al insecto de la desecacion. Es secretado por los tubos de malpighi
y las burbujas son sopladas por una camara de aire ventral. El fluido contiene amilasa,
invertasa, fenolasa y se estima que mas del 90% estéa constituido por proteina. El cuerpo
de la ninfa es amarillo y la cabeza rojiza, pero a medida que van creciendo cambian a
cremoso con una zona rojiza a los lados del abdomen. Cuando completan su desarrollo
llegan a medir de 6 a 8 mm de largo, terminando éste a las 3 0 4 semanas, habiendo
pasado por 5 estadios ninfales que se diferencian entre si por el tamafio del cuerpo y

ancho de la cabeza (Camo, 1999).

Estado adulto: El insecto es volador siendo su principal forma de movilizarse, es de
hébito nocturno, que durante el dia pasa escondido en las partes bajas de la planta
donde hay sombra y buena humedad. El macho adulto mide de 6 a 8 mm de largo y la
hembra de 8 a 9 mm y 4 a 6 mm de ancho. El cuerpo tiene forma oval, es café, casi
negro, el cual posee dos franjas que van desde amarillo-blanquecino a amarillo sobre las

alas anteriores, estas coloraciones son caracteristicas de Aeneolamia spp. Los adultos



tienen una longevidad que va desde los 6 hasta los 9 dias, empezando a copular a los
dos dias de haber emergido del estado ninfal. Poco después la hembra empezard a
poner los huevos que eclosionaran a los 10 o 20 dias para dar origen a otra generacion.
En la estacion lluviosa se producen de 4 a 5 generaciones. Las hembras de la dltima
generacion ponen los huevos que eclosionardn a los 5 o 7 meses. La coOpula de la
chinche salivosa tiene lugar en las axilas de las hojas y puede ocurrir durante el dia o la
noche. Esto solo se da un dia después de la emergencia y los huevos son depositados 2
o0 3 dias mas tarde. La duracion del estado adulto, en condiciones de laboratorio en
Guatemala, es de 6 a 8 dias aproximadamente, Camo, (1999). Como puede verse en la
figura 2 (CENICANA , Anénimo, 2014).

Temperatura del aire: 30 °C
Humedad relativa del aire: 70% Dﬂm

Figura 2. Ciclo de vida de la chinche salivosa (huevecillos sin diapausa)

2.3 CONTROL BIOLOGICO

El control biolégico es definido por Flores (2007), como el control ejercido por organismos Vvivos
gue se comportan como pardsitos de otros catalogados como plagas. El ser humano los
produce artificialmente, y los libera en los campos infestados, tratando que se colonicen y se

reproduzcan por si mismos.



2.4 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Los hongos entomopatégenos o HEP segun Devoto, Geraldin y France (2003), se conocen
desde que el hombre utiliza insectos para su beneficio, como el gusano de seda y las abejas.
Sin embargo, el rapido desarrollo de una agricultura altamente demandante de insumos,
requeria de productos de facil disponibilidad y de efecto inmediato, caracteristicas que cumplian
los insecticidas sintéticos. Los organismos entomopatdgenos, entonces, fueron desplazados
debido a la falta de conocimiento sobre la interaccion entre el patdégeno, su huésped y el
ambiente. El interés hacia esta area se renovo a medida que se fueron demostrando los efectos
negativos que tienen los insecticidas sintéticos en la salud de las personas y en la calidad del

entorno. Algunas de las ventajas de los HEP son:

o Especificidad: parasitan s6lo una especie o un grupo de especies muy relacionadas, sin

afectar especies que no son plaga ni a los enemigos naturales.

o Persistencia: si el entomopatégeno encuentra las condiciones adecuadas para parasitar
a su hospedero, se reproduce y renueva en forma continua, haciendo innecesarias nuevas

aplicaciones.

o Compatibilidad: se pueden aplicar mezclas de HEP o bien, combinaciones de
entomopatégenos con dosis subletales de insecticidas para lograr efectos superiores a los

logrados con aplicaciones por separado de cada producto.

o Inocuidad ambiental: no contaminan el medioambiente ni afectan al hombre y otros

animales superiores.

Segun Devoto et al (2003), algunas de las desventajas que han limitado el desarrollo de esta

técnica en afios pasados son:

o Factores ambientales: son sensibles a temperaturas extremas, desecacion y luz
ultravioleta. Estas limitantes estan siendo contrarrestadas mediante el uso de aditivos

(protectores solares, aceites, antidesecantes).



o Almacenamiento: requieren de condiciones de almacenamiento mas exigentes que las

moléculas inorgénicas.

o Menor velocidad de accién: en general, los biopesticidas no matan instantaneamente.
Alcanzan buenos niveles de control entre una y tres semanas después de la aplicacion,
dependiendo de la plaga y del ambiente, sin embargo, el insecto deja de alimentarse mucho

antes de morir, disminuyendo el dafio.

2.5 MODOS DE ACCION DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Segun Alves (1986) de manera general presentan las siguientes fases de desarrollo sobre los

hospederos:

o Germinacion: encontrando condiciones favorables de humedad y temperatura el hongo
germina sobre el insecto produciendo un tubo germinativo, lo cual ocurre en un minimo de 12

horas a una temperatura de 23 a 30 °C y humedad relativa mas o menos elevada.

o Formaciéon de apresorios: en la extremidad del tubo germinativo ocurre una dilatacion

de hifas formando una estructura denominada apresorio.

o Formacion de grampa de penetraciéon: en la parte inferior del apresorio aparece la
formacion de una estructura punteada, la cual penetra la epicuticula y procuticula del insecto.

No todos los hongos presenta esta estructura.

o Penetracion: se involucran dos procesos principales: uno fisico debido a la presién de
las hifas que rompen las areas membranosas o0 esclerosadas y un quimico, resultado de la
elaboracion de enzimas que facilitan la penetracion mecanica en el area de la procuticula

aparecen sintomas de hist6lisis (descomposicion de tejido por accion enzimatica).

o Colonizacion: a partir de la penetracion inicial se da el proceso de colonizacion del

hospedero por el hongo. Las hifas que penetran sufren un engrosamiento y se ramifican,



inicialmente por el tegumento del insecto y posteriormente en la cavidad general del cuerpo, a
partir de ese momento se forman las colonias del hongo y otros cuerpos hifales, antes de la
muerte del insecto. Después de la muerte del insecto el hongo crece dentro del cadaver y todos
los tejidos internos son penetrados por las hifas filamentosas, mas no ocurre la desintegracion
del insecto, ya que éste segrega sustancias antibacterianas. El tiempo de colonizacién puede
variar entre 76 a 120 horas dependiendo del insecto, el patdgeno y las condiciones
ambiéntales.

o Reproduccion del patégeno: 48 a 60 horas después de la muerte del insecto, que
ocurre 4 6 5 dias después de la inoculacion, las hifas comienzan a emerger por las partes mas
fragiles y luego la cuticula utilizando la presion mecanica (la boca, el ano, las regiones
intersegmentales y tarsos, son las areas de salida del hongo). La produccion de conidios ocurre
entre 24 y 48 horas después de la emergencia de las hifas, bajo condiciones de elevada

humedad y temperaturas entre 20 a 30 °C, (dependiendo del patégeno).

2.6 PRINCIPALES VIAS DE INFECCION DE LOS AGENTES ENTOMOPATOGENOS

Segun la National Academy of Science (1987), las principales vias de infeccién de los

entomopatégenos son:

. Oral: ingerido con el alimento. Principalmente virus, ricketsias, bacterias, nematodos,

protozoarios y algunos hongos.

o A través del tegumento integro o traquea. Principalmente hongos y algunos
nematodos.

o Parenteral. Invasion por mordedura o lesion al tequmento del insecto.

. A través del huevo. Ya sea adentro o por encima. Principalmente virus, ricketsias,

espiroquetas y protozoarios.

10



2.7 GENERALIDADES DE M. anisopliae

De acuerdo a Rodriguez (1993), Metchnikov en el afio de 1879 sefial6 al hongo por primera
vez, siendo Sorokin (1879) quien instituyd el género Metarhizium. Fue Hart el primer
investigador que encontré Metarhizium parasitando Aeneolamia sp. Las primeras técnicas de
cultivo de Metarhizium a gran escala fueron desarrolladas en el instituto ucraniano de
proteccion de plantas, Kiev, URSS. Fue el primer hongo utilizado en la lucha biol6gica contra
insectos dafinos (Alves, 1986). En CODECAP (Brasil) se inicié la multiplicacion comercial del
hongo. Rodriguez (1993) indica que la informacion generada en Brasil sobre la produccién
masiva del hongo ha servido para que diversos paises tengan producciones a nivel

semicomercial.

Figura 3. Adulto de chinche salivosa parasitado por M. anisopliae

2.7.1 Clasificacion sistemética

Segun Soto (2008), la clasificacion sistémica de M. anisopliae es la siguiente:
Reino: Fungi

Division: Mycota

Subdivisiéon: Eumycota

Clase: Deuteromycetes
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Subclase: Hyphomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Metarhizium

Especie: anisopliae

2.7.2 Principales caracteristicas fisicas

Bernal, Bustillo y Posada (1994), indican que el hongo se caracteriza por presentar conidioéforos
gue forman capas de esporas, las cuales se producen en cadenas basipétalas compactas en
columnas, de forma ovoide a cilindrica y unicelulares. Los conidios son uninucleados,
alargados, de color verde, formando usualmente un solo tubo germinativo en el area polar.
Presentan una pigmentacién verde y su tamafio diferencia a las especies. El micelio es hialino y
los conidiéforos sencillos o ramificados. Se ha observado buen crecimiento del hongo en
medios artificiales organicos e inorganicos; principalmente en PDA (Papa-Dextrosa-Agar) y
medios de arroz. La rapidez de reproduccién del hongo (mayor a la del insecto) imposibilita que
se desarrolle resistencia al hongo. El hongo se encuentra en forma saprofitica en el suelo y

como parasito en insectos.

M. anisopliae es un hongo con un amplio rango de hospederos, para 1975 se tenia reportado
que podia atacar mas de 204 especies de insectos (Alves, Risco, Silveria, Machado, 1984).
Toledo y Badilla (1996) mencionan que la seleccion de razas es fundamental para el desarrollo
de un buen programa, debido a que este entomopatdgeno presenta diferencias marcadas de
patogenicidad y virulencia entre aislamientos de una determinada especie, lo cual ha sido
demostrado por varios autores. Debido al bajo impacto que produce en el ambiente, durante los
ultimos afios se ha ido incrementando el uso del hongo M. anisopliae, como parte del manejo
integrado de plagas, por sus caracteristicas patogénicas amplias, su factibilidad de
reproduccion en forma artificial y la rentabilidad de su uso, lo cual representa una alternativa
viable para el combate de plagas en algunas regiones cafieras (Rodriguez, Rodriguez, Riestra,

Villanueva, Rodriguez, 2002).

2.2.6.3 Cepa: segun Agrios y Hebert (1982), es el nombre que se le da a la progenie de un solo

aislamiento en un cultivo puro, de un hongo para este caso.
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2.2.7 Produccién de M. anisopliae en el Ingenio La Unién S. A.

La produccién se realiza en forma bifasica (dos fases) para incrementar la capacidad de
produccion del laboratorio. La primera fase contempla la reproduccion in vitro de la cepa del
hongo (figura 4) hasta la etapa de cultivo sumergido (matrices liquidas) y la segunda, la etapa
de la fermentacion del sustrato sdlido, donde la produccion de conidios se hace a gran escala.
A continuacion se describe con detalle cada uno de los procesos (V. Motta, 2012, comunicacion

personal)

2.2.7.1 Primera fase (cultivo sumergido): esta etapa esta compuesta por los siguientes

procesos:

o Revigorizacion: es un proceso anual que consiste en inocular insectos de la plaga en sus
tres estados (huevo, ninfa y adulto) para mantener alta la patogenicidad de la cepa. Los
insectos que resulten muertos por el hongo, son lavados y colocados en cadmaras humedas
para su esporulacién, luego se realiza una prueba de compatibilidad (siembra de una colonia de
la cepa actual y una de la anterior en la misma caja petri con medio de haba para cerciorarse
gue se trata de la misma cepa) y finalmente se aisla la cepa en silica gel para su preservacion.

o Produccion in vitro: comprende la reproduccion del hongo aislado en silica gel por medio
de la siembra y clonacion de colonias en medio de cultivo de haba, hasta un maximo de cuatro
clonaciones para mantener alta la patogenicidad del hongo, las placas esporuladas son
raspadas con un asa, el conidio es secado y guardado para la siembra de matrices liquidas.

.
e,\‘,'.Z

Figura 4. Produccion in vitro de M. anisopliae
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. Matrices liquidas: el medio de cultivo liquido es inoculado con conidio puro para la
obtencion de blastosporas, duplicando la capacidad de produccion comparado con una
produccion monofésica (sin cultivo sumergido). La concentracion de blastosporas se determina
realizando conteos de estas estructuras en una camara Neubauer. Los medios inoculados son

puestos en agitacion durante 72 horas en agitadores orbitales (figura 5).

Segun Roberts y Sweeney (1982) citados por Leucona (1996), los hyphomycetes generalmente
no producen conidios en cultivo sumergido, a pesar de crecer y rendir abundante cantidad de
blastosporas. Estas blastosporas son fragmentos de micelio de pared delgada y aspectos
levaduriforme, las cuales, si bien resultan infectivas tienen un tiempo de vida medio corto y no

soportan condiciones ambientales extremas, en la misma magnitud que lo hacen los conidios.

Figura 5. Produccién de matrices liquidas de M. anisopliae

2.2.7.2 Segunda fase (fermentacion del sustrato s6lido): esta etapa comprende basicamente

tres procesos, los cuales son:

. Preparacion del sustrato sélido (maiz): sumergir 29 kilogramos de maiz amarillo

guebrantado durante seis horas en 40 litros de agua filtrada y clorinada, posteriormente de
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cumplido el tiempo de inmersion, retirar el exceso de humedad escurriendo el sustrato en una
zaranda. Luego se procede a embolsar a razén de 350 gramos/bolsa de polipropileno, estas
bolsas se someteran al proceso de esterilizacion en una autoclave (132 °C y 241 kilo Pascales)
durante 60 minutos. Al finalizar el ciclo de esterilizacion, las bolsas son enfriadas y preparadas
para la inoculacion.

o Inoculacion: las bolsas esterilizadas y enfriadas a una temperatura menor a 30 °C son
inoculadas dentro de una camara de flujo laminar, con un volumen de 18 cc del medio
proveniente de las matrices liquidas.

o Desarrollo y secado: las bolsas inoculadas son puestas en incubacion a una temperatura
de 28 °C, una humedad relativa de 60-70% y un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 de
oscuridad durante un periodo de 10-14 dias, dandole movimiento al sustrato sélido cada cuatro
dias para romper el micelio y oxigenarlo. Posteriormente las bolsas son enviadas a secado,
donde se rompen y el hongo se coloca en bandejas con la finalidad de reducir su contenido de
humedad hasta el 17%, previo a su almacenamiento. La temperatura, humedad y fotoperiodo al
que se somete el material en las salas de secado son practicamente las mismas que en las

salas de desarrollo.

Segun Alves (1986) citado por Leucona (1996), generalmente la produccién de M. anisopliae se
basa en la fermentacion de granos de arroz descascarados sin pulir, sobre este sustrato es
comun obtener rendimientos que van del 10 al 12% en masa fungica, lo que equivale

aproximadamente a 10° conidios/g de arroz.
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Figura 6. Produccién de M. anisopliae en maiz
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

La produccion de matrices liquidas es uno de los procesos claves dentro de la produccion
comercial de Metarhizium anisopliae, ésta se lleva a cabo dentro de la primera fase de
produccion, llamada cultivo sumergido, en este proceso se producen blastosporas mediante la
inoculacion de conidio puro al medio de cultivo liquido, este medio es sometido posteriormente
a determinadas condiciones para estimular la produccion de dichas estructuras. De la
concentracion lograda de estas estructuras depende directamente la concentracion de conidios
por gramo en la segunda fase de produccién, llamada fermentacion de sustrato solido. Mientras
mayor sea la concentracion de blastosporas en las matrices liquidas, mayor sera la
concentracion de conidios por gramo en el sustrato sélido, aumentando la capacidad de
produccion y disminuyendo los costos.

La producciéon del hongo entomopatégeno M. anisopliae se realiza en forma bifasica para
favorecer la rapida colonizacién del sustrato sdélido de cultivo e incrementar la capacidad de
produccién, mediante la produccién de blastosporas en medios liquidos de cultivo (primera
fase) previo a su inoculacion en bolsas con sustrato sélido (segunda fase). Esta primera fase
favorece la rapida colonizacién del sustrato sdlido por parte del hongo, aumentando la eficiencia
de produccion de conidios (unidades infectivas del hongo) al incrementar la presién de inéculo
sobre el sustrato y ejercer mayor presion sobre los competidores (otros hongos y/o bacterias)
que hayan sobrevivido al proceso de esterilizacién en autoclave, evitando o minimizando su

expresion en el sustrato.

La agitacion se realiza con la finalidad de oxigenar el medio de cultivo, la concentracion de
blastosporas por mililitro disminuye conforme se incrementa el volumen de medio dentro de los
frascos erlenmeyer, hasta acercarse a un litro, afectando la produccién al disminuir la presion
de in6culo sobre los competidores como se menciond anteriormente y de igual manera en la

concentracion de conidios por gramo.
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Actualmente se utiliza el volumen de 800 ml en la produccién de matrices liquidas, pero se ha
observado que al aumentar el volumen, disminuye la concentracién de blastosporas y de igual
forma, aumenta la concentracion al disminuir el volumen, siempre manteniendo la relacion de

0.8 gramos de conidio puro por litro de medio de cultivo o su proporcion.

3.2 JUSTIFICACION DEL TRABAJO

M. anisopliae representa en la actualidad uno de los medios de control biolégico de insectos
plaga méas efectivos, con una respuesta rapida y con un efecto prolongado, debido a la
epizootia que se produce en los campos de cultivo, ademas de ser seguro para el personal que
interviene tanto en su produccion y aplicacion, asi como también para la fauna que habita en los
agroecosistemas. Para mantener su produccién econémicamente viable se hace necesaria la
validacién de metodologias que faciliten y estabilicen su produccion. La determinacion del
volumen al que mejor responde el desarrollo de blastosporas en la preparacion de matrices
liguidas permitird obtener una mayor concentracién de estas estructuras (blastosporas) en el

medio liquido de cultivo.

La produccion anual de M. anisopliae en el Ingenio La Unién S. A. oscila entre 20,000 y 30,000
dosis, cada una de 5x10%2 conidios, dependiendo del historial de &rea endémica y las
condiciones climéticas propias para cada afio. El precio actual en el mercado de una dosis
oscila alrededor de US$ 12.00. El costo de produccion en el Ingenio La Union S. A. es de
alrededor de US$ 5.00, una cantidad significativamente menor. La produccién de M. anisopliae
le representa a la empresa un ahorro anual de entre US$ 140,000 a US$ 210,000 en la compra

de insecticida.

La concentracion de conidios por gramo en la produccién comercial (sustrato arroz o maiz) es
proporcional a la concentracion de blastosporas en las matrices liquidas, produciendo
concentraciones hasta 25% menores los lotes inoculados con una menor concentracion de
blastosporas por ml, respecto a lotes inoculados con una mayor concentracion, poniendo en
riesgo el ahorro de entre US$ 35,000 y US$ 52,500 por afio, esto sin tomar en cuenta las

pérdidas ocasionadas por la mayor presencia de contaminantes en la produccion.
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La finalidad de esta investigacion fue identificar un tratamiento que permita obtener la mayor
concentracion de conidios por gramo, para incrementar la capacidad de produccion del
laboratorio, con lo cual se podria obtener mayor cantidad de dosis por kilogramo de maiz
utilizado.
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V. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Evaluar el efecto de seis volimenes de medio de cultivo, en las matrices liquidas, para la

produccién de blastosporas del hongo Metarhizium anisopliae.

4.2 ESPECIFICOS

e Determinar el volumen de medio de cultivo liquido que presente una mayor concentracion

de blastosporas por ml del hongo Metarhizium anisopliae.

¢ Determinar el impacto de cada tratamiento en la capacidad de produccién de Metarhizium

anisopliae en cantidad de conidios por gramo de maiz.

o Determinar el impacto de cada tratamiento en los costos de produccién de M. anisopliae.
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V. HIPOTESIS

En al menos uno de los tratamientos a evaluar, la produccion de blastosporas ser4 mayor.

Al menos uno de los tratamientos a evaluar presenta una mayor produccién de conidios de

Metarhizium anisopliae por gramo de maiz.

En al menos uno de los tratamientos se obtiene una reduccidon considerable respecto a los

demas en el costo de produccion.
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VI. METODOLOGIA

6.1 LOCALIZACION DEL TRABAJO

El laboratorio de hongos entomopatégenos del Ingenio La Unién S. A. se encuentra ubicado en
el casco de la finca Belén, km 102.5 carretera a la aldea Cerro Colorado, jurisdicciéon de Santa
Lucia Cotzumalguapa, Escuintla, 14° 16’ 30” latitud norte, 91° 05’ 30” longitud oeste, a una
altitud de 146 msnm. De acuerdo a la zonificacibn ecologica de Holdridge, el area esta

enmarcada dentro de la zona tropical humeda (Salguero, 2008).

Dentro del laboratorio de produccién de M. anisopliae del Ingenio La Unién S. A. se cuenta con
condiciones controladas para la produccion de entomopatégenos.

6.1.1 Condiciones climéticas

La temperatura media anual en la finca Belén es de 26 °C (maxima media anual de 33 °C y
minima media anual de 20 °C). La precipitacién pluvial media anual es de 2900 mm distribuidos
en 153 dias por afio, principalmente en los meses de mayo a octubre.

6.1.2 Vias de acceso

Existen dos accesos, ambos por la carretera a la aldea Cerro Colorado, el principal en el desvio

sobre el km 94 y el segundo sobre el km 102.

6.1.3 Produccién de Metarhizium anisopliae

En la figura siete se puede observar el diagrama de produccion del hongo:

22



Revigorizacion

Inoculacion n ..
sustrato sdlido Aislamiento
en Silica Gel

Etapa donde se
realzard a evaluacion > @

Matrices

liquidas Clonacion

Figura 7. Diagrama de produccion de M. anisopliae
6.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

El material utilizado en la evaluacion fueron medios de cultivo liquido y conidios de la cepa Bisa
01-2000 de M. anisopliae.

6.2.1 Preparacion de los materiales

La preparacion de los materiales para la evaluacién inici6 con la produccion de conidio puro,
sembrando los conidios de la cepa en medio de haba, en cajas petri. Estas fueron incubadas
durante 12 dias a 28 °C y un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 de oscuridad. Las placas se
revisaron dia a dia y las que presentaron contaminacién fueron descartadas, el condensado
acumulado en las tapas (producto de la transpiracién del hongo) fue secado con pafios estériles
dentro de la camara de flujo laminar, cada vez que fue necesario, para evitar que este cayera

sobre el medio de cultivo, evitando la proliferacién de bacterias.

Al finalizar el periodo de incubacion, las placas fueron revisadas en el estereoscopio dentro de
la camara de flujo laminar, las que se encontraron libres de contaminacion fueron raspadas
para separar el conidio del medio de cultivo. El conidio raspado se depositd en cajas petri
previamente esterilizadas durante 20 minutos en la autoclave (132 °C y 241 kilo pascal) y
colocadas posteriormente dentro de la camara incubadora hasta que su contenido de humedad

bajo al 17%. Se le tomd a cada caja Petri una muestra con un asa estéril y se coloc6 a
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desarrollar sobre medio de PDA durante 10 dias para certificar el material, descartando las que

presentaron contaminantes.

Se prepararon 48 medios liquidos de 750 ml utilizando para ello los siguientes productos en las

siguientes concentraciones por litro:

e Peptona de caseina=2.5¢g
e Extracto de levadura=10.0 g
e Glucosa anhidra=22.0g

e Agua desmineralizada estéril con dispersante Tween 80 al 0.05%

Para preparar un medio liquido de cultivo se agregaron las cantidades de reactivo indicadas
anteriormente a un frasco erlenmeyer y luego se afor6 hasta llegar a un litro, se agit6é
manualmente para disolver los reactivos y se tapd con un una pelicula de polipropileno, un
tapon de gasa y algodon y finalmente con un tapén de papel aluminio. Para los medios en la
evaluacion se utilizé proporcionalmente lo necesario de reactivos para el volumen a utilizar para
cada tratamiento, siguiendo el mismo procedimiento. Posteriormente estos medio fueron
inoculados con conidios del hongo a razon de 0.8 g por litro y sometidos a 160 revoluciones por
minuto (rpm) de agitacion por 72 horas.

Mientras que para la segunda fase (fermentacion del sustrato sélido), la preparacion de los
materiales consisti6 en colocar en imbibicion una relacion de 29 kg de maiz amarillo
quebrantado en 40 litros de agua filtrada y clorada. El maiz se dej6 reposar durante seis horas,
posteriormente se colocd en una zaranda para eliminar el exceso de humedad y se embolsaron
en bolsas de polipropileno a razén de 350 g en cada una, estas bolsas se sellaron con un triple
doblez y tres grapas, previo a someterlas al proceso de esterilizacion en autoclave durante 60
minutos a 241 kilo Pascal y 132 °C. Inmediatamente al finalizar el ciclo de esterilizacion, las
bolsas fueron enfriadas en el cuarto frio y cuando su temperatura alcanzo los 30 °C, fueron

enviadas a la sala de inoculacioén.
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6.3 FACTOR ESTUDIADO

El factor que se evalud fue el volumen de medio de cultivo liquido.

6.4 DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS

Se utilizaron los volumenes que se indican en el Cuadro 1:

Cuadro 1. Tratamientos evaluados

Gramos de conidio puro por

Tratamiento Volumen (ml) medio liquido
T1 400 0.32
T2 500 0.40
T3 600 0.48
T4 700 0.56
T5 800 0.64
T6 900 0.72

La limitante que presentan el volumen de los frascos Erlenmeyer (1000 ml) y los agitadores
orbitales que se tienen en el Ingenio La Unién, impiden que se evalien un numero de
volumenes mayores en la misma cantidad a los que son menores al volumen que actualmente
se utiliza.

6.5 DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, con seis tratamientos en ocho
repeticiones, debido a que por las condiciones controladas del laboratorio no existié ninguna
gradiente de variacion.

6.6 MODELO ESTADISTICO

El modelo estadistico utilizado fue:

Yij = p+ i + €
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Dénde:

Yij = variable de respuesta de la ij-ésima unidad experimental

K = media general de la variable respuesta

C i = efecto del i —€simo tratamiento (nivel del factor) en la variable dependiente

€ij = error experimental asociado a la ij- ésima unidad experimental

6.7 UNIDAD EXPERIMENTAL (UE)

Para la determinacién de blastosporas por ml la unidad experimental consisti6 en una matriz
liguida (frasco erlenmeyer), mientras que para la determinacion de conidios por gramo la unidad
experimental consistié en cuatro bolsas con sustrato sélido (maiz), que es el contenido de una
bandeja. El testigo comercial para la determinacién de blastospéras por ml fue el volumen de
800 mL, que es el utilizado actualmente en el Ingenio La Unién. De igual forma para la
determinacién de conidios por gramo el testigo comercial fueron las bolsas inoculadas con las

matrices de 800 ml.

6.8 CROQUIS DEL EXPERIMENTO

La distribucién de las unidades experimentales en la fase de fermentacion de sustrato sélido se
describe en el cuadro 2 a continuacion:

Repeticiones

I I I [\ vV VI VIIE | VI
T5 T1 T6 T3 T1 T2 T4 T1
T2 T5 T3 T1 T4 T6 T1 T4
T3 T2 T3 T1 T5 T6 T4 T2
T5 T4 T1 T3 T5 T2 T4 T2
T1 T3 T2 T5 T4 T3 T5 T4
T6 T2 T5 T6 T3 T6 T6 T6

Las unidades experimentales fueron ordenadas de forma completamente aleatoria.
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6.9 MANEJO DEL EXPERIMENTO

Los medios liquidos descritos anteriormente fueron sometidos a dos ciclos de esterilizacién en
la autoclave (132 °C y 241 kilo Pascal), cada uno de 60 minutos con 24 horas de separacion,
inmediatamente después se les redujo la temperatura en el cuarto frio. Después del segundo
ciclo de esterilizacion y su respectivo enfriamiento hasta alcanzar 30 °C, se procedié a
sembrarlos con una relacién de 0.8 g de conidio puro por litro, utilizando una balanza analitica
dentro de la camara de flujo laminar para pesar el conidio. Los medios sembrados se colocaron
en los agitadores orbitales durante 72 horas a 160 rpm. A las 16 horas de agitacion se tomé una
muestra de cada matriz, utilizando una pipeta graduada y tubos de ensayo estériles y un
embolo dentro de la caAmara de flujo laminar. La muestra consistié en 5 ml de inéculo, la cual se
utilizé para determinar la concentracion de blastosporas en las matrices. Cada medio sembrado
con conidio puro consistié en una unidad experimental para la evaluacion de la concentracion

de blastosporas por mililitro.

Para determinar la concentracidén de blastosporas por ml y conidios, cada muestra fue colocada
en una camara de Neubauer y utilizando un microscopio y un contador mecanico se

determinaron las concentraciones. Se repitid este procedimiento con cada unidad experimental.

Al tener certificado el inoculo (libre de microorganismos no deseados) se procedid a la
inoculacion de las bolsas con sustrato solido, se inocularon utilizando una bomba peristaltica
dentro de la camara de flujo laminar con 18 ml del tratamiento establecido. Se prepararon e

inocularon en total 124 bolsas.

Las bolsas inoculadas fueron rotuladas de acuerdo al tratamiento y la repeticibn a la que
pertenecieron para evitar confusiones y la posible pérdida del experimento y fueron colocadas
en incubacion en las salas de desarrollo a 28 °C, 60% de humedad relativa y fotoperiodo de 14
horas de luz y 10 de oscuridad por dia, durante 12 dias. Al finalizar el ciclo de desarrollo las
bolsas se enviaron a las salas de secado, donde se rompieron y colocaron en bandejas, a razon
de cuatro bolsas por cada una, cada bandeja consistié en una unidad experimental para la
evaluacion de conidios y dosis producidas. Se le redujo la humedad al hongo hasta alcanzar el
17%, habiendo alcanzado este nivel, se tomé una muestra de 50 g de hongo por unidad

experimental (bandeja) para la determinacion de la concentracion del hongo.
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6.10 VARIABLES DE RESPUESTA
Las variables de respuesta fueron:

- Concentracion de blastosporas por mL.

- Concentracion de conidios por gramo.

- Costo por dosis.
6.11 ANALISIS DE LA INFORMACION
6.11.1 Analisis estadistico
Para la primera variable se realiz6 Gnicamente una grafica comparativa con las concentraciones
obtenidas. Mientras que a la segunda variable se le realizé un andlisis de la varianza. Las
diferencias significativas entre los tratamientos, fueron analizadas con prueba de medias de
Tukey con una significancia del 95%, para determinar cual era el mejor tratamiento.
6.11.2 Analisis econdémico
Después del analisis estadistico se procedid a realizar un analisis econémico, para determinar
cual de los tratamientos evaluados generaba una mayor rentabilidad, asi como también

determinar con cudl de los tratamientos se le podia dar un mejor aprovechamiento a la

capacidad instalada del laboratorio.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PRODUCCION DE BLASTOSPORAS

La prueba de produccién de blastosporas por mililitro duré 26 dias (Figura 8), este periodo
incluy6é desde el tiempo de incubacion de la propagacion in vitro y las primeras 16 horas de
agitacion de la fase de cultivo sumergido. Los resultados obtenidos se presentan a continuacion
en el cuadro 2:

3.50E+07
3.11E+07 3.15E+07

3.00E+07 2 .90E+07

2.46E+07
2 50E+07

2.02E+07
2.00E+07

1.50E+07 1.28E+07

Concentracion por mi

1.00E+07

5.00E+06

0.00E+00

T1 T2 T3 T4 5 T6

Figura 8. Concentracion de blastosporas de M. anisopliae en medio de cultivo liquido

Como puede observarse, las concentraciones se ven afectadas de forma inversamente
proporcional al incremento en el volumen del medio de cultivo, esto quiere decir que en los
tratamientos de mayor volumen, se observa una concentracion de blastosporas menor que la
obtenida en los tratamientos con un volumen menor. Es importante mencionar que esta variable
respuesta se tomo6 como indicadora, debido a que es de importancia secundaria, esto debido a
que las estructuras que realizan el control de insectos plaga en el campo, son los conidios. Por
esta razén, a los resultados de esta prueba no se les realizé analisis de la varianza ni prueba de

medias, asi como tampoco fueron utilizados para la toma de decisiones.
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7.2 PRODUCCION DE CONIDIOS

La produccion de conidios por gramo comprendi6 la totalidad de tiempo que tardé la evaluacion
(65 dias). Después de obtener los conidios por gramo en la fermentacion del sustrato sélido
(maiz) y su respectivo proceso de secado, se tomé una muestra de 100 gramos a cada
repeticion. Estas muestras fueron utilizadas para determinar la concentracion de conidios por
gramo en cada una de ellas (las repeticiones), de lo cual se obtuvieron los resultados que se

muestran en la figura 9.

7.00E+09
6.18E+09 6.15E+09 §.08E+09

6.00E+09 | 5.55E+09

5.24E+09 4.99E+09

5.00E+09
4 00E+09
3.00E+09

2.00E+09

Concentracién por gramo

1.00E+09

0.00E+00

T1 T2 T3 T4 5 T6

Figura 9. Concentracion de conidios de M. anisopliae en granos de maiz quebrantado

La figura anterior muestra las producciones que se obtuvieron entre los diferentes tratamientos
evaluados. Puede notarse que en la produccion de conidios la diferencias en concentracion
entre los tratamientos evaluados, no es tan marcada como en la concentracion de blastosporas

por mililitro.

Esta diferencia obtenida entre las concentraciones pudiera estar siendo ocasionada por la ley
de rendimientos decrecientes. Esta ley se puede formular de la siguiente manera: a medida que
se incrementa la concentraciébn de blastosporas en el indculo utilizado para iniciar la

fermentacion del sustrato sélido en la produccion de M. anosopliae, se aprovecha de mejor
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manera los nutrientes contenidos en el maiz, incrementando la concentracion de conidios hasta

llegar a un punto méximo, después del cual esta Ultima empieza a verse afectada.

Desde otro enfoque, la concentracion de blastosporas en el inéculo incrementa la produccién de

conidios de forma efectiva hasta alcanzar un punto méaximo, después del cual, el incremento en

la concentracién de blastosporas produce un efecto contraproducente en el aprovechamiento

de los nutrientes del sustrato solido, pudiendo ser ocasionado por una sobre saturacién de

estas estructuras hasta niveles adversos para su 6ptimo desempefio.

Debido a que la produccién del laboratorio se mide con base en dosis producidas, se procedi6 a

calcular la produccién de cada tratamiento (Cuadro 3).

Cuadro 3. Determinacion de las dosis producidas por cada tratamiento

Trat. Bolsas Conidios/g Gramos peso Con’id_ios/ Dosi_s
inoculadas seco/Trat. doésis producidas
1 24 5.55E+09 218.8 5.00E+12 5.8
2 24 6.18E+09 208.3 5.00E+12 6.2
3 24 6.15E+09 208.3 5.00E+12 6.1
4 24 6.08E+09 212.5 5.00E+12 6.2
5 24 5.24E+09 202.1 5.00E+12 5.1
6 24 4.99E+09 214.6 5.00E+12 51

De acuerdo a los datos anteriormente mostrados, se puede observar que los rendimientos en

dosis son muy similares, pero como se trata de una cantidad en pequefia escala, se procedio a

realizar un andlisis de la varianza, para determinar si existian diferencias entre los tratamientos

evaluados (Cuadro 4).

Cuadro 4. Analisis de varianza de la produccion de conidios por tratamiento

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrados
.., R . F Calc. F Tab.
variacion libertad Cuadrados medios
Trat 5 0.15 0.03 5.69 2.53 **
Error Exp 30 0.16 0.01
Total 35 0.31
Coef. Var.
7.75
(%)
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Debido a que el valor de la F calculada es mayor que la F de tabla, fue necesario realizar una
prueba de medias de Tukey, para determinar cuél o cudles tratamientos eran estadisticamente
diferentes respecto al testigo. Los valores de dicho andlisis se observan en el Cuadro 5:

Cuadro 5. Prueba de medias para la produccién de conidios por tratamiento

Prueba: Tukey Alpha: 0.05 756243885.8168
Error: 18545666666666688.000 df: 30

Tratamiento Media n S. E.
2 612333333.33 6 175810820.04
1 551000000.00 6 175810820.04 B
3 539666666.67 6 175810820.04 B
4 533500000.00 6 175810820.04 B
5 524500000.00 6 175810820.04 B
6 485666666.67 6 175810820.04 B

Tratamientos con letra en comun no poseen diferencias significativas

Segun los resultados del analisis estadistico, el tratamiento con los mejores resultados fue el

namero 2 (500 ml), para la variable dosis producidas.

7.3 ANALISIS ECONOMICO

Se decidi6 realizar un andlisis econémico debido a que las diferencias entre los tratamientos
evaluados, que estadisticamente podrian considerarse no significativas, econémicamente

pudiesen serlo.

Partiendo de la limitante que es la cantidad de erlenmeyer que tiene capacidad cada mesa de
agitar durante cada ciclo, que es de 35. Se considera de importancia, determinar cual de los
tratamientos es econémicamente mas viable para la produccion de dosis de M. anisopliae. La
cantidad de insumos requerida para la produccién de un ciclo de agitacién en un agitador orbital
se calcula en el Cuadro 6, utilizando las cantidades descritas en la secciébn de materiales y

métodos:
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Cuadro 6. Insumos requeridos para la preparacion de 35 medios liquidos de cultivo

Requerimiento

Requerimiento por ciclo de agitacion (35 medios)

Insumo .

por litro Tl T2 T3 T4 T5 T6
(F;e)ptona de caseina 25 35.0 43.8 525 61.3 70.0 78.8
('f;;”acm de levadura 10.0 1400 1750 2100 2450 2800 3150
Dextrosa anhidro (g) 22.0 3080 3850 4620 5390 6160  693.0
'(“rgl‘;a desmineralizada 1000.0 140000 17500.0 21000.0 24500.0 28000.0  31500.0
(Dr:]sl)faersante Tween 80 0.2 21 26 3.2 3.7 4.2 4.7
Sulfato estéril de 05 7.0 8.8 105 123 14.0 15.8
estreptomicina (q)
Tetraciclina (g) 0.5 7.0 8.8 105 12.3 14.0 15.8

Considerando la cantidad de insumos requerida por cada ciclo de agitacion para cada
tratamiento, presentado en la tabla anterior, se procedié a determinar el costo total por cada

ciclo de agitacion, en lo que respecta a insumos. La informacién se presenta en el Cuadro 7:

Cuadro 7. Costo/insumos requeridos para la preparacion de un ciclo de agitacion

Insumo

Costo/unidad de

Monto en quetzales/insumo/ciclo de agitacion (35 medios)

venta T1 T2 T3 T4 T5 T6
Peptona de caseina (kg) Q. 1598.54 Q.5595 Q.7002 Q.8392 Q.9.79 Q.111.90 Q.125.97
'(:‘kﬁ)racm de levadura Q.1818.94  Q.25465 Q.31831 Q.381.98 Q.44564 Q.509.30 Q.572.97
Dextrosa anhidro (kg) Q. 15.00 Q.462 Q578 Q.693 Q.809  Q.498  Q.10.40
ﬁg“a desmineralizada Q.0.79 Q.11.06 Q.1383 Q.1659 Q.19.36 Q.22.12 Q.24.89
(El))iSpersa”te Tween 80 Q. 802.37 0.168 Q.225 Q.257 Q.297 Q.337  Q.3.77
::::zgioe;itcéiﬂ'adg(g) Q. 600.00 0.420 Q528 Q.630 Q.7.38 Q.840  Q.9.48
Tetraciclina (kg) Q. 263.01 Q.184 Q231 Q276 Q324 Q.368 Q.4.16
Total Q.33401 Q.417.77 0.501.05 Q.58465 Q.663.75 Q.751.62

Luego de obtenido el costo total de insumos para cada tratamiento por ciclo de agitacion, se

calcul6 la cantidad de bolsas con sustrato sélido, capaz de inocular por cada tratamiento, bajo

el parametro de 18 ml por bolsa utilizada en la evaluacion, lo cual se muestra en el Cuadro 8:
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Cuadro 8. In6culo producido y bolsas inoculadas por tratamiento por ciclo de agitacion

Volumen/matriz liquida Matrices por

Trat. (ml) ciclo Volumen producido/ciclo  Indculo requerido/bolsa (ml) Capacidad incoluacién bolsas
T1 400 35 14000 18 778
T2 500 35 17500 18 972
T3 600 35 21000 18 1167
T4 700 35 24500 18 1361
T5 800 35 28000 18 1556
T6 900 35 31500 18 1750

Después de obtener la cantidad de bolsas capaz de inocular por tratamiento por ciclo de
agitacion, se determind la cantidad de dosis que podria producir cada tratamiento (Cuadro 8),
utilizando los valores obtenidos de conidios / gramo, gramos peso seco y eficiencia en la
evaluacién. La eficiencia para todos los tratamientos en este caso fue de 100%, debido a que

no se perdié material por efectos de contaminacion:

Cuadro 9. Dosis producidas por tratamiento por ciclo de agitacion

Tratamiento Potencial inocluacién bolsas Eficien(ii:‘:! Gramos peso Conidios por Dosis producidas
produccion seco/bolsa gramo
T1 (400 ml) 778 1 218.8 5548188125 188.8
T2 (500 ml) 972 1 208.3 6183612708 250.5
T3 (600 ml) 1167 1 208.3 6146619167 298.8
T4 (700 ml) 1361 1 212.5 6081959583 351.8
T5 (800 ml) 1556 1 202.1 5244375000 329.7
T6 (900 ml) 1750 1 214.6 4991982083 374.9

Con la informacién de dosis producidas y costo de produccién de matrices liquidas en lo que
respecta a insumos, se procedié a realizar un analisis de relaciébn beneficio costo, para
determinar la cantidad de quetzales que se recuperan por cada quetzal invertido en medios de
cultivo liquido, en los diferentes tratamientos. Vale la pena mencionar que el costo de
produccién se tiene en US ddlares, el cual se transformé a quetzales utilizando una tasa de
cambio de Q7.9 / US$:
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Cuadro 10. Relacion beneficio/costo (RBC) por tratamiento por ciclo de agitacion

Tratamiento Monto in\l/erfido matrices Dosis producidas Prec.io Monto producido Relaciéon beneficio costo
liquidas dosis
T1 (400 ml) Q 334.00 188.8 Q94.80 Q 17897.53 53.6
T2 (500 ml) Q417.77 250.5 Q94.80 Q 23746.79 56.8
T3 (600 ml) Q 501.05 298.8 Q94.80 Q 28325.67 56.5
T4 (700 ml) Q 584.65 351.8 Q 94.80 Q 33352.96 57.0
T5 (800 ml) Q 663.75 329.7 Q94.80 Q31257.06 47.1
T6 (900 ml) Q751.61 374.9 Q94.80 Q 35542.29 473

Como se observa en el cuadro anterior, el tratamiento del cual se obtuvo una mejor RBC por

cada quetzal invertido fue el numero cuatro (700 ml), con una relaciéon de Q 57.00 recuperados

por cada quetzal invertido. Aunque vale la pena mencionar que todos los tratamientos tuvieron

una RBC arriba de 47.3. Por tal razbn, se procedié a determinar el costo de oportunidad de

cada uno de los tratamientos por ciclo de agitacién, considerando que los agitadores tienen una

capacidad de 35 erlenmeyer de un .litro de capacidad por ciclo, sin importar el volumen de

medio liquido contenido en el interior de estos. Y también considerando como un 100% el valor

de dosis producidas por el tratamiento uno, que fue el mas bajo de todos.

Posteriormente se procedié a realizar un analisis del costo de oportunidad de cada tratamiento,

para poder determinar con cudl de los tratamientos evaluados se obtenia un mejor

aprovechamiento de la capacidad instalada del laboratorio, lo cual se observa en el Cuadro 11:

Cuadro 11. Costo de oportunidad de los diferentes tratamientos

Tratamiento Dosis producidas Costo por dosis Precio dosis Rentabili.dad. !::or ciclo Costo f’e
agitacion oportunidad

T1 (400 ml) 188.8 Q 38.16 Q 94.80 Q 10693.21 1.00

T2 (500 ml) 250.5 Q 38.16 Q 94.80 Q 14187.96 0.75

T3 (600 ml) 298.8 Q38.16 Q 94.80 Q 16923.69 0.63

T4 (700 ml) 351.8 Q38.16 Q94.80 Q19927.34 0.54

T5 (800 ml) 329.7 Q 38.16 Q 94.80 Q 18675.10 0.57

T6 (900 ml) 374.9 Q 38.16 Q 94.80 Q 21235.39 0.50

Como se observa, la tendencia del costo de oportunidad es inversamente proporcional al

incremento del volumen de medio de cultivo contenido en las matrices liquidas, lo cual quiere

decir que a mayor volumen, el costo de oportunidad sera menor.
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IX. CONCLUSIONES

Para la produccion de blastosporas por mililitro se determin6 con base en la concentracion, que

el tratamiento que obtuvo la mayor concentracién fue el numeros dos (500 ml).

Para la produccion de conidios por gramo se determindé con base en la concentracion, que el

tratamiento que obtuvo la mayor concentracion fue el nimeros dos (500 ml).

Con respecto al costo de produccién, el tratamiento con una mayor rentabilidad fue el nimero
cuatro (700 ml). Mientras que el tratamiento seis (900 ml), a pesar de obtener los valores mas
bajos en las concentraciones de blastosporas y conidios, fue el que obtuvo los mejores
resultados en cuanto al costo de oportunidad y aprovechamiento de la capacidad instalada del
laboratorio, esto debido a que al utilizar un volumen mayor en los medios liquidos, permite la
inoculacion de mayor cantidad de bolsas con sustrato sélido, incrementando el numero de dosis

producidas por unidad de tiempo.
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X. RECOMENDACIONES

Con base en que lo mas importante en el laboratorio del Ingenio La Unidn es la produccién en
masa, se recomienda utilizar el tratamiento seis, para poder producir la mayor cantidad de dosis
posible, lo que permitira tener una mayor disponibilidad de hongo M. anisopliae para utilizar en

los controles fitosanitarios en el campo.
Se recomienda continuar con esta evaluacion, con la finalidad de determinar cual es el volumen

de in6culo por bolsa al que se obtienen los mejores resultados en la concentracién de conidios

por gramo, pero principalmente en la produccién de dosis de M. anisopliae.
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XII. ANEXOS

Cuadro 12. Detalle de los insumos utilizados en la producciéon de M. anisopliae y su costo

Presentacion de Requerimiento Costo Participacion
Insumo Costo PC . : Acum.
compra (PC) insumo/mes insumo/mes costo %

Maiz anarillo quebrantado Quintal Q250.00 183.50 Q45,875.00 60.26 60.26
Extracto de levadura Kilogramo Q1,818.94 7.00 Q12,732.58 16.72 76.98
Bolsas de polipropileno Unidad Q0.28 29400.00 Q8,232.00 10.81 87.79
Agua desmineralizada Litro Q0.79 4371.40 Q3,453.41 4.54 92.33
Peptona de caseina Kilogramo Q1,598.54 1.75 Q2,797.45 3.67 96.00
Agar agar Kilogramo Q2,040.00 0.53 Q1,071.00 141 97.41
Estreptomicina Kilogramo Q600.00 0.80 Q480.00 0.63 98.04
PDA Kilogramo Q1,112.76 0.37 Q410.11 0.54 98.58
Dextrosa anhidro Kilogramo Q15.00 20.30 Q304.50 0.40 98.98
Haba Kilogramo Q55.00 3.68 Q202.13 0.27 99.25
Agar plate count Kilogramo Q749.17 0.21 Q159.29 0.21 99.45
Cinta indicadora autoclavado Rollo Q55.00 2.50 Q137.50 0.18 99.64
Alcohol liquido Galén Q42.50 3.00 Q127.50 0.17 99.80
Tetraciclina Kilogramo Q263.01 0.44 Q115.07 0.15 99.95
Tween 80 Litro Q802.37 0.04 Q35.10 0.05 100.00

Costo Total Q76,132.63 100.00
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Figura 10. Produccién de M. anispliae versus costo por dosis Ingenio La Unién S. A.
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12.1 Glosario

e Conidio (conidiospora): son las esporas asexuales externas. Si estan implantadas
directamente sobre la hifa se llaman sésiles. La parte del micelio que origina y sostiene a
las esporas se denomina esporéforo y si se trata de conidios se dice conidioforo.

o Blastosporo (blastoconidio): son las esporas que se originan de una parte de una
célula somatica, una hifa, un conidiéforo u otra espora y se desarrollan antes de la

formacion del septo que lo separa de la célula de origen.

e Erlenmeyer: son recipientes generalmente de vidrio, de forma troncoconica, que se

utiliza en laboratorio para medir o contener liquidos.

e Camara de Neubauer: es un instrumento utilizado en medicina y biologia para realizar

el recuento de células en un medio liquido.
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