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RESUMEN

Las plagas han sido la principal causa de pérdidas econdémicas significativas, en el cultivo
de cafia de azucar cuya distribuciébn e importancia varia en las diversas regiones
geograficas en que se cultiva esta poacea. El salivazo Mahanarva andigena Jacobi, es una
de las principales plagas perjudiciales de la cafia de azUcar en varios paises en América del
Sur y el Caribe. En el Ecuador se reportan varios enemigos naturales que ejercen un buen
control del salivazo, entre estos se encuentran los hongos entomopatégenos Beauveria,
Metarhizium, Paecilomyces y Verticillium. En el presente trabajo se realizd la
caracterizacion morfologica y fisiol6gica del hongo entomopatdgeno Metarhizium spp. de
suelos de cultivo de cafia de azucar de la parroquia Tarqui, provincia de Pastaza, por ser la
de mayor superficie cultivada de cafia de azlcar. La investigacion se desarrollé en el
laboratorio de microbiologia de la Universidad Estatal Amazonica, durante un periodo de
tres meses comprendido entre noviembre 2017 a enero 2018, se seleccionaron siete fincas
y se obtuvieron once aislamientos nativos del género Metarhizium. De los once
aislamientos nativos, diez tienen un aspecto similar y el Gnico que presenta caracteristicas
diferentes es el aislamiento T63-02, el tamafio promedio de los conidios, fue de 6 a 17 um
de largo y de 2,5 a 6 um de ancho. En las caracteristicas fisiologicas se midieron el
crecimiento radial, la tasa de crecimiento, produccién o concentracion de conidios y el
porcentaje de germinacion, alcanzando el aislamiento T63-02 los valores més altos de 57,4
mm, (2,62 mm.dia®) y (1,09 x10® conidios.mL™) respectivamente, los cuales fueron
significativamente superior al resto de aislamientos. Finalmente, en el porcentaje de
germinacion de conidios el aislamiento T63-08 fue superior a los demas aislamientos con
un valor de 94,8%. La investigacion realizada aporta resultados positivos ya que al
caracterizar los aislamientos nativos del hongo entomopatégeno Metarhizium spp. en
suelos con cultivos de cafia de azlcar de la Parroquia Tarqui confirma que existe un gran
potencial de la especie antes mencionada para en un futuro obtener cepas comerciales para

el control bioldgico.

Palabras Clave: Entomopat6genos, Metarhizium, aislamientos, conidios.



ABSTRACT

The pests have been the main cause of significant economic losses, in the cultivation of
sugarcane whose distribution and importance varies in the different geographical regions
in which this poaceae is cultivated. The spittlebug Mahanarva andigena Jacobi, is one of
the main harmful pests of sugar cane in several countries in South America and the
Caribbean. In Ecuador several natural enemies are reported that exert a good spittlebug
control, among these are the entomopathogenic fungi Beauveria, Metarhizium,
Paecilomyces and Verticillium. In the present work, the morphological and physiological
characterization of entomopathogenic fungi native to Metarhizium spp. of sugarcane
cultivation soils of the Tarqui parish, province of Pastaza, for being the largest area
cultivated with sugarcane. The research was developed in the microbiology laboratory of
the Universidad Estatal Amazonica, during a period of three months from November 2017
to January 2018, seven farms were selected and eleven native isolates of the genus
Metarhizium were obtained. Of the eleven native isolates ten have a similar appearance
and the only one that presents different characteristics is the  T-63 (02) isolation, the size
of the conidia, varied from 6 to 17 pm in length and from 2.5 to 6 um in width what
confirms its elongated shape.

In the physiological characteristics, the radial growth, the rate of growth, production or
concentration of conidia and the percentage of germination were measured, reaching the
isolation T-63 (02) the highest values of 57.4 mm, (2.62 mm) .day-1) and (1.09 x108
conidia.mL-1) respectively, which were significantly higher than the rest of the isolates.
Finally, in the percentage of germination of conidia the T-63 (08) isolation was superior to
the other isolates with a value of 94.8%. The research carried out provides positive results
since in characterizing the native isolates of the entomopathogenic fungus Metarhizium
spp. in soils with sugarcane crops of the Tarqui Parish confirms that there is a great
potential of the aforementioned species to obtain commercial strains for biological control
in the future.

Keywords: Entomopathogens, Metarhizium, isolations, conidia.
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1. CAPITULOI.

1.1. INTRODUCCION

Las plagas han sido la principal causa de las pérdidas en el cultivo de cafia de azlcar
(Saccharum officinarum L.). A nivel mundial, se reportan alrededor de 1500 especies de
insectos plagas que atacan a la cafia de azlcar, su distribucion e importancia economica varia
en las diversas regiones geogréficas en que se cultiva esta podcea. En el Ecuador, se han
identificado 33 especies de insectos plagas (Mendoza & Garcés, 2013).

El salivazo es una de las principales plagas de la cafia de azlcar en varios paises de América
del Sur y el Caribe. Todas las especies de este insecto plaga tienen en comdn el habito de
producir una masa espumosa en forma de saliva, lo que le confiere el nombre de “salivazo”.
Los registros de esta plaga en el Ecuador datan desde 1968, actualmente se encuentra
distribuida en varios sectores del pais, especialmente en la zona de Naranjito y Milagro
(Guayas), Zaruma (El Oro), Napo (Pastaza) y Nanegalito (Pichincha). Esta especie fue
identificada como Mahanarva andigena Jacobi y se encuentra presente también en la costa del
Pacifico de Colombia (Mendoza et al., 2004).

A nivel local en la Parroquia Tarqui se ha identificado el salivazo (M. andigena) el cual
constituye una de las principales plagas en la cafia de azlcar, que provoca grandes pérdidas en
el rendimiento (Valle et al., 2014).

Desde las épocas tempranas del surgimiento y desarrollo del hombre, se tuvo la necesidad de
combatir las plagas que afectaban sus cultivos y productos, con el uso de sustancias capaces de
eliminarlos, pero el uso continuo de estos plaguicidas contribuye a la crisis de la agricultura
que dificulta la preservacion de los ecosistemas, los recursos naturales, y afecta la salud de las
comunidades rurales y de los consumidores urbanos. La busqueda de la productividad a corto
plazo por encima de la sustentabilidad ecoldgica, practicada en las Ultimas décadas, ha dejado

un saldo a nivel mundial de contaminacion y envenenamiento (Rodriguez et al.,2014).

En el Ecuador se puede encontrar a la venta los plaguicidas en almacenes agricolas o
agropecuarios, asi como, en tiendas de mascotas, ferreterias y supermercados. ElI 96% de la

superficie agricola utiliza plaguicida. En el Ecuador, 1°320 988,67 de hectareas de cultivos,



utilizan algun tipo de plaguicida quimico, para el control de plagas lo que representa el 47%
(Arias, 2013).

Para el control del salivazo en la cafia de azUcar se utilizan los insecticidas carbaryl (Sevin 80
PM), en dosis de 1 a 1.5 kg/ha ¢ el acefato (Orthene 75 PS), a una dosis de 500 g/ha (Centro
de Investigacion de la Cafa de Azucar, 2013).

Segun Urra (2015), una de las alternativas para reducir los plaguicidas son el uso de los
hongos entomopatdgenos. Dentro de este grupo se reportan alrededor de 750 especies de estos
hongos, la mayor parte de ellas se encuentran incluidas en los grupos Hypocreales
(Ascomycota) y Entomophthorales (Zygomycota).

El ataque de los hongos entomopatdgenos se asocia a una gran cantidad de insectos, los cuales
son infectados preferentemente en los estadios inmaduros (ninfa o larva). La especificidad
con la que atacan a los insectos plaga es bastante variable, ya que algunos tienen un amplio
rango de hospederos, mientras que otros estan restringidos a una especie de insecto. Entre los
principales géneros de hongos entomopatdgenos que se utilizan en la agricultura se encuentra

Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces y Verticillium (Rodriguez, 2017).

El CINCAE (2013), reporta que el Ecuador se han observado varios enemigos naturales que
realizan un control eficiente del salivazo. Entre los hongos méas importantes se encuentran los
géneros Batkoa, Entomophthora y Metarhizium, que atacan adultos y ninfas. Ademas, sefala
que el uso de Metarhizium anisopliae (Metschn) Sorokin es una buena alternativa bioldgica
para ser utilizada en infestaciones bajas 0 moderadas, especialmente durante la época lluviosa,

que propicia condiciones favorables para el desarrollo del hongo.

Las caracteristicas de M. anisopliae esta influenciada por la temperatura que determinan otras
caracteristicas de este hongo, como la produccion y viabilidad de conidias, inicio de
germinacion, crecimiento de hifas, entre otras. Temperaturas por encima de 28 °C favorece su

desarrollo y promueven una mayor produccion de conidias (Ardila, 2013).



1.2. Problema de Investigacién

No se han identificado y caracterizado aislamientos del hongo entomopatégeno Metarhizium
spp. en suelos de cultivos de cafia de azlcar de la Parroquia Tarqui, para su uso como agentes
de control bioldgico de plagas de importancia econémico de este cultivo.

1.3. Formulacién del Problema

El uso excesivo de plaguicidas provoca efectos negativos en el suelo, el agua y el ambiente.
Ademas, ha contribuido a aumentar los problemas de plagas debido al desarrollo de resistencia
y a la destruccion de los enemigos naturales. Para reducir estos efectos se procura la
implementacion de control biolégico con el hongo entomopatdgeno Metarhizium spp. el cual
ha sido ampliamente utilizado en otros paises por su amplio espectro de accion, es por ello que
existe la necesidad de obtener aislamientos de este hongo, caracterizarlos morfolégica y
fisiolégicamente, para disponer de una coleccion de aislamientos provenientes de suelos de
cultivo de cafia de azlcar de la parroquia Tarqui, para en un futuro utilizarse en el control
biologico de plagas de importancia econdmica, ya que no han sido muestreadas en el sector
antes mencionado y existen posibilidades muy altas de obtener aislamientos que pudieran

tener ventajas que permitan su uso comercial y ambiental.

1.4. Hipdtesis de la Investigacion

Existe presencia de aislamientos del hongo entomopatogeno Metarhizium spp. que sean
enemigos naturales del salivazo M. andigena, del cultivo de cafia de azlcar, que no han sido

identificados y caracterizados en los suelos de este cultivo en la Parroquia Tarqui.



1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

e Caracterizar los aislamientos nativos del hongo entomopatdégeno Metarhizium spp. en

suelos con cultivos de cafia de azlcar de la Parroquia Tarqui.

1.5.2. Objetivos Especificos

e Aislar e identificar los aislamientos nativos del hongo entomopatdgeno Metarhizium

spp. en suelos con cultivo de cafia de azucar.

e Caracterizar morfolégica y fisiolégicamente los diferentes aislamientos nativos del
hongo entomopatégeno Metarhizium spp. procedentes de suelos con cultivo de cafa de
azucar.



2. CAPITULO II.

2.1. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION

2.1.1. Cultivo de Caria AzUcar

El cultivo de la Cafia de Azucar en América se desarrolld especialmente en las zonas célidas,
clima que le era favorable y su cosecha se hacia con mano de obra negra. Tiene un periodo
vegetativo de aproximadamente afio y medio, para iniciar su proceso de convertirse en panela
(Gualotuiia, 2013).

2.1.1.1 Clasificacién Taxonomia de la Caria de Azlcar

Segun Calle (2013), la cafia de azucar se clasifica en:

Reino: Plantaae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Subfamilia: Panicoideae

Tribu: Andropogoneae

Geénero: Saccharum

Especies: Officinarum, barber y sinense (domesticadas Sp.ontaneum y robustum

(silvestres), edule,)

Nombre Cientifico: Saccharum officinarum L.

2.1.1.2. Principales plagas en el cultivo de cafia de aztcar

El salivazo, M. andigena (Homoptera, Cercopidae) es una plaga importante de la cafia de
azucar en varias regiones del pais, particularmente en la Cuenca Baja del Guayas (Naranjito,
Milagro, Bucay), Zaruma, Pifias (ElI Oro), Puyo (Pastaza) y Nanegalito (Pichincha). Se
considera una especie nativa de pastos y malezas gramineas que se ha adaptado eficientemente
a la cafia de azucar (CINCAE, 2013).



2.1.1.3 Salivazo

Cruz & Cajilama (2012), destacan al salivazo como las principal plaga de la cafia de azcar en
Pastaza, y que el desarrollo de este insecto se ve favorecido por la alta humedad relativa que
caracteriza a la provincia, y provoca grandes pérdidas econdmicas a los productores de cafa.
El dafio es causado por la fase adulta del insecto que para alimentarse perfora y succiona las
partes verdes del “cogollo”, lo que seca las hojas. Es la tipica intoxicacion sistematica llamada
“quema de las hojas” que reduce el crecimiento de la planta y en casos extremos la seca por

completo.

2.1.2. Control Quimico de Plagas

Segun Rodriguez (2016), para evitar el dafio por plagas en los cultivos de cafia de azlcar se
recomiendan dosis minimas efectivas de los insecticidas quimicos endosulfan, fipronil,
etiprole, imidacloprid, bifentrina, y los hongos entomopatogenos Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill (dosis de 500 g/10 litros de agua, a una concentracion de 2x10'?) y M. anisopliae (dosis
de 200 g/10 litros de agua, a una concentracion de 2x10%?).

2.1.2.1. Efecto de los Plaguicidas en el Ambiente

Segun (Uribe & Felizzola, 2014), los plaguicidas pueden aumentar la resistencia a las plagas y
matar a los enemigos naturales de las plagas. Algunos plaguicidas contribuyen al
calentamiento global y a la disminucion de la capa de ozono. Ademas los restos de estos
plaguicidas se dispersan en el ambiente y se convierten en contaminantes para los sistemas
bidtico (animales y plantas principalmente) y abidtico (suelo, aire y agua), amenazando su

estabilidad y representando un peligro de salud publica (Puerto et al., 2014).

Los ecosistemas naturales son complejos y estan relacionados entre si, por lo que cualquier
dafio que se produzca en algunos de los organismos de un ecosistema va a tener repercusiones
en toda la cadena ecoldgica. Esto refleja la interconexion y como opera la cadena ecoldgica,
demostrando los posibles y complejos efectos de los plaguicidas en el medio ambiente
(Martinez, 2010).



2.1.2.2. Control Bioldgico

El control biolégico es un método de regulacion de poblaciones de seres vivos mediante la
intervencidn de otros organismos, que se esta aplicando en muchos &mbitos como alternativa a
otros métodos de control (Diaz, 2014). Por otro lado, segin Merchan (2015), los hongos
entomopat6genos tienen un gran potencial en el control biolégico de la poblacién de plagas de
insectos ya que son una fuente prometedora de insecticidas y alternativa notable frente a los
pesticidas quimicos. Estos hongos poseen un mecanismo Unico de paralisis de insectos. Los
enemigos naturales de los insectos que atacan la cuticula del hospedero a través de una

combinacion de presion mecanica y con enzimas que degradan la cuticula.

2.1.3. Hongos entomopatdgenos

Existen alrededor de 400 especies de hongos reportados atacando insectos de importancia
médica y agricola. La idea de usar hongos entomopatogenos surgié en 1874, pero no fue sino
hasta finales del siglo pasado, cuando crecio la importancia por este tema debido al efecto de
resistencia creado por los insecticidas en los insectos de importancia agricola (Garcia, 2008).

2.1.3.1. Caracteristicas Generales de los Hongos Entomopatdgenos

Segun (Valencia, 2015), las caracteristicas de los hongos entomopatdgenos y su potencial en
el control de insectos plaga han dado lugar a una disciplina que ha desarrollado un gran
nimero de estudios encaminados a seleccionar los aislamientos mas patogenicos para el
control de insectos plaga de diferentes 6rdenes en diversos cultivos alrededor del mundo, en la
actualidad, se han utilizado entre 12 a 15 especies de hongos entomopatdgenos para el
desarrollo de aproximadamente 170 productos sin embargo, el nimero de especies de hongos
que afectan insectos es sin duda superior parasitando individuos en todos los érdenes de
insectos. Mientras que algunos patdgenos presentan rangos de hospederos muy amplios, la
mayoria prefieren ciertas especies de insectos, también difieren en cuanto a su patogenicidad
selectiva de acuerdo a las diferentes etapas de desarrollo del insecto huésped (Nava et al.,
2012). Segun Gomez et al. (2014), los hongos entomopatdgenos constituyen el grupo de
mayor importancia en el control biolégico de insectos plaga, encontrdndose presentes en
forma natural en el medio ambiente, en el suelo, en restos de cultivos, sobre los cadaveres de
insectos, obteniendo su nutricién de otros organismos o de materia organica. Los hongos

entomopatdgenos mas importantes utilizados en el control de insectos plaga, son B. bassiana,
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Lecanicillium lecanii (Zimm.), M. anisopliae, Isaria fumosorosea (Wize) Brown y Smith e
Hirsutella thompsonii (Fisher). Estos hongos pertenecen a la clase Deuteromycete, orden
Moniliales, familia Moniliaceae, las cuales afectan a una serie de insectos plaga de diferentes
6rdenes que causan dafios en cultivos de importancia econdmica. Las dos especies mas
frecuentes de hongos entomopatdgenos son B. bassiana y M. anisopliae, debido a su eficiencia
y facilidad de multiplicacién, por lo cual estos pueden servir de agentes entomopatdgenos
contra organismos patdgenos causantes de enfermedades, que causan dafio a plantaciones,
animales y al propio ser humano (Bastidas et al.,2015).

2.1.3.2. Metarhizium anisopliae

Este hongo entomopat6geno ataca naturalmente mas de 300 especies de insectos de diversos
ordenes. Algunas plagas que son afectadas por este hongo son la salivita de la cafia de azucar
(Aeneolamia varia), y chinches plagas de diversos cultivos. Los insectos muertos por este
hongo son cubiertos completamente por micelio, el cual inicialmente es de color blanco pero
se torna verde cuando el hongo esporula. Presenta una colonia pegada al medio,
completamente redonda, de colores olivaceo, amarillento, verdoso, marrén oscuro,
dependiendo del aislamiento, con un revés incoloro a marron, a veces verdoso citrino. Los
conidiéforos nacen del micelio y son irregularmente ramificados con dos a tres ramas en cada
septo, miden de 4 a 14 de longitud x 1.5 a 2.5 (@). Las fialides son cilindricas en forma de
clava, adelgazados en el apice, miden de 6 a 13 de longitud y de 2 a 4u (@). Las conidias son
unicelulares, cilindricas y truncadas, formadas en cadenas muy largas, hialinas a verde
olivaceo, miden de 3.5 a 9u de longitud x 1.5 a 3.5u (@) (Gonzales et al., 2012).



2.1.3.3. Clasificacion Taxonomica de M. anisopliae

Segun Hernandez (2016), la clasificacién taxonémica de M. anisopliae es:

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Clavicipitaceae

Género Metarhizium

Especie Metarhizium anisopliae

Nombre Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
binomial: Sorokin.

2.1.3.4. Caracteristicas y condiciones de crecimiento M. anisopliae

M. anisopliae presenta la habilidad de crecer en forma saprofita, facilidad de diseminacion de
los conidios, capacidad de sobrevivencia en el suelo y reproduccion asexual. Requiere
temperatura 6ptima de 25 a 30 °C y humedad relativa del 100%. Los limites térmicos para la
germinacion de los conidios y de las hifas de M. anisoplae se encuentran alrededor de 37 a 40
°C respectivamente. A una humedad por debajo de 53% se reduce la viabilidad de los conidios
(Ojeda et al., 2011).

2.1.3.5. Mecanismos de Infeccién de Hongos Entomopatdgenos sobre insectos plagas

Segun Carvajal & Troya (2017), los hongos entomopatdgenos ingresan al insecto huésped en

cuatro fases:

1. Cuando la espora se adhiere a la cuticula externa del insecto. La espora, al entrar en
contacto con su integumento, reconoce ciertas sustancias que exuda la epicuticula,

produciendo usualmente un mucilago que evita la desecacion y la mantiene unida al huésped.



2. Cuando la espora comienza a germinar. Una vez que la espora se ha adherido a la cuticula
del insecto, comienza a penetrar a través de estructuras germinativas, entre las cuales se
destacan los aprensorios, que son estructuras cubiertas de una sustancia mucilaginosa que les
permite crear una interfase entre el tubo germinativo y la epicuticula. Este proceso requiere de

condiciones de humedad y temperatura particulares.

3. Cuando la espora penetra via tubo germinativo. La penetracion del tubo germinativo en la
epicuticula externa y la procuticula, se produce por la activacion de mecanismos enzimaticos y
fisicos que promueven la digestion de la cuticula, con la ayuda de enzimas como quitinasas,

lipasas y proteasas; asi, el tubo germinativo penetra la cuticula del insecto e invade el celoma.

4. Cuando el hongo se desarrolla en el interior del insecto (celoma). Al ingresar el hongo en el
interior del insecto, debido a su primitivo sistema inmunolégico, apenas responde produciendo
algunas toxinas que pueden retrasar mas no limitar su desarrollo. Ya en el interior del
artropodo, el hongo comienza por atacar el tejido muscular y adiposo; aqui, las hifas se
fragmentan en pequefios cilindros que se transportan por la hemolinfa del insecto. En estas
condiciones su numero se incrementa, hasta alcanzar todas las estructuras y tejidos del

invertebrado, produciendo finalmente su muerte.

2.1.3.6. Caracterizacion e identificacion de hongos entomopatdgenos

Segun Schapovaloff (2012), la caracterizacion de los hongos entomopatogenos, tanto a nivel
morfoldgico, fisiologico y molecular, es considerada una etapa primordial para la seleccion de
especies fungicas como agentes de control bioldgico de insectos. La caracterizacion
morfologica consiste en el estudio de las estructuras macroscopicas (el aspecto y color de las
colonias y la velocidad de crecimiento en medios artificiales) y microscépicas (la forma y
tamafo de las hifas, conidi6foros, fialides y conidios). Especialmente, la forma y tamafio de

los conidios son utilizados para la identificacion de las especies.

2.1.3.7. Caracteristicas macroscopicas de Metarhizium spp.

La coloracion de la colonia va desde el verde oliva hasta el verde oscuro debido a la
maduracion de los conidios, con aspecto algodonoso, de textura variable y superficie plana
(Garcia et al.,2011).

10



Al cabo de 15 dias el hongo completa su desarrollo y alcanza a esporular completamente, el
cual podré ser utilizado en la produccion masiva del mismo (Gomez & Mendoza, 2013).
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3. CAPITULO III.

3.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1. Localizacion del area de estudio

La investigacion se desarrollé en areas dedicadas a la produccion del cultivo de cafia de azlcar

de la Parroquia Tarqui, donde fueron seleccionadas 7 fincas para el muestreo y en el

laboratorio de microbiologia de la Universidad Estatal Amazonica.
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Figura 1. Ubicacion Geografica del Area de Estudio
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La parroquia Tarqui comprende un rango altitudinal de 2692 m.s.n.m y una méaxima de 3.840
m.s.n.m, su clima es célido-hiumedo y la temperatura oscila entre los 18 y 24 °C (GADPR,
2015).

Los suelos de la provincia de Pastaza poseen una fisiografia ondulada, colinada o quebrada
con pendientes variables inferiores al 40% vy corresponden al orden Inceptisoles. Se
caracterizan por una baja fertilidad, alta acidez y toxicidad causada por el aluminio. Ademas
de una alta saturacion de humedad, lo que provoca una gran acumulacion de materia organica
de baja calidad (Valle, 2015).

3.1.2. Tipo de Investigacion

El presente estudio se considerd de caracter descriptivo ya que permitio utilizar técnicas para
la toma, recepcion y procesamiento de los datos, y a partir de esto poder asociar las variables
de investigacion e identificar caracteristicas y conductas propias del problema de estudio, y
exploratorio porque se dio a conocer las caracteristicas de Metarhizium spp. en los cultivos de
cafia de azUcar de la parroquia Tarqui. Tomando en referencia al tiempo y a los resultados que
se obtuvieron fue un estudio que se desarrollo en tres meses y prospectivo porque los
resultados obtenidos se basaron en informacion levantada en campo y su utilidad sera

apreciable a futuro una vez relacionadas las partes del proyecto.
3.1.3. Métodos de Investigacion

3.1.3.1. Obtencidn de aislamientos a partir de muestras de suelos

Se tomaron muestras de suelo de 7 fincas. Para la toma de muestras de suelo se utilizo la
metodologia de Schapovaloff (2012), con modificaciones para que se ajusten a las condiciones
de la zona. Se inici6 con un recorrido en cada finca para delimitar el area (1 ha) a ser
muestreada. Posteriormente, se procedio a limpiar la superficie del sitio. Con la ayuda de una
pala se realizo un hoyo en forma de “V” hasta 20 cm de profundidad, se tomo una tajada de 2-
3 cm de espesor. Con un machete se eliminaron los bordes y seleccionaron la parte central de
la tajada y se colocé en un balde de 20 L para su homogenizacion y obtencion de una
submuestra por sitio. En cada finca se recolectaron cuatro submuestras, la cuales se tomaron
haciendo un recorrido en zigzag, con el fin de abarcar al maximo la variabilidad espacial de la

finca. Seguidamente las cuatro submuestras se depositaron en un balde de 20 L, retirando

13



todas las raices, se homogeniz6 y se tomd un kilogramo de suelo (muestra compuesta), y se
colocd en una funda pléstica hermética. Posteriormente, fueron trasladadas al laboratorio de
microbiologia de la Universidad Estatal Amazonica con su respectiva identificacion
(propietario, provincia, parroquia, fecha de muestreo) y se mantuvieron en refrigeracion hasta

su utilizacion con una temperatura de 17+1 °C.

3.1.3.1.1. Preparacion de diluciones para el aislamiento de Metarhizium spp.

Para la obtencién de los aislamientos se emple6 la metodologia de aislamientos monospéricos
por dilucion seriada de Mondino (2012), con algunas modificaciones: se mezclaron las cuatro
submuestras en un balde pléstico trasparente de 20 L para su homogenizacion y se tomé
aproximadamente 250 g, de los cuales se pesd en una balanza de precisién 10 g de muestra
sobre papel aluminio. Seguidamente se colocd en un erlenmeyer que contenia 90 mL de agua
destilada estéril y se homogenizé por 10 minutos en el agitador magnético y posteriormente se
realizaron diluciones seriada en base 10 hasta la dilucion 1072,

3.1.3.1.2 Inoculacién de disoluciones en medio de cultivo

Para la inoculacion se utilizo la dilucion 102, para ello se tomd 100 pL de esta dilucion con
ayuda de una micropipeta y se colocaron en el centro de la caja de Petri de 90 mm (@), que
contenia PDA (Potato Dextrosa Agar). Posteriormente se dispersé la solucion por toda el area
de la caja de Petri de 90 mm (@), con ayuda de una asa de drigalski, seguidamente se sellé con
parafilm, se rotuld con su respectiva fecha de siembra y lugar de origen de la muestra. Se
inocularon en seis cajas de Petri de 90 mm (@) las diluciones de cada finca. Finalmente, las
cajas inoculadas se trasladaron a la incubadora (Marca Mermemt) a una temperatura de 27+1
°C. Diariamente se observaron las cajas de Petri de 90 mm (@) hasta verificar la presencia de
colonias del hongo de interés Metarhizium spp. Una vez observado y verificado el crecimiento
de colonias del hongo de interés, se realizd el repique en nuevas cajas de Petri de 90 mm (@),

por dos ocasiones consecutivas hasta obtener colonias puras (Mondino, 2012).

3.1.3.2. Identificacion de aislamientos del hongo entomopatdgeno Metarhizium spp.

Los aislamientos se identificaron sobre la base de las estructuras reproductivas, segun Barnett
& Hunter (1998) y Humber (2012).
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3.1.3.3 Caracterizacion morfologica del hongo Metarhizium spp.

3.1.3.3.1. Caracterizacion macroscopica

Se utiliz6 la metodologia de Obando et al. (2013), con algunas modificaciones. Para ello de
una colonia pura esporulada, se prepardé una suspension de conidios que contenia una
concentracion de 1x107 conidios.mL™? y se inoculé 100 pL en una caja de Petri de 90 mm (@)
que contenia PDA. Posteriormente se llevd a incubacion a una temperatura de 27+1 °C,
durante cuatro dias, hasta que esté totalmente llena de micelio la placa. De estas colonias se
tomaron discos de 5mm (@) con ayuda de un sacabocados y se colocaron en el centro de cada
caja de Petri de 90 mm (@) con PDA y se dejaron en incubacién por 20 dias. Cada 48 horas se
observo el color de las colonias, aspecto, superficie, forma, elevacién y crecimiento. El ensayo

se organizo bajo un disefio completamente aleatorio, con seis repeticiones por aislamiento.

3.1.3.3.2. Caracterizacion microscopica

Para la caracterizacion microscopica, de las estructuras del hongo se realizé segun la técnica
del microcultivo utilizada por Valle (2015), para ello se colocé papel de filtro en el interior de
cada caja de Petri de 90 mm (@) y sobre él se pusieron dos portaobjetos colocados en cruz. Se
esterilizaron y posteriormente se adiciono agar agua al 1,5% sobre el portaobjeto de la parte
superior, en el cual se sembrd una porcion de una colonia de cada aislamiento, con ayuda de
un asa recta. Seguidamente, se humedecié el papel de filtro con agua destilada estéril, se
sellaron con parafilm y se llevaron las placas a incubacion a 271 °C. A partir del tercer dia 'y
hasta los cinco dias se realizaron las observaciones al microscopio con aumento de 40X para
verificar la esporulacion.

La toma de microfotografias de la morfologia, disposicion de los conidios y la medicion de
100 conidios (largo y ancho) por cada aislamiento se realizd con ayuda de la camara digital
(CMEX-3 Céamara digital con sensor CMOS de 3 Mp. DC.3000c) incorporada al microscopio

(Euromex), con aumento de 100X.
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3.1.3.4. Caracterizacion fisiologica del hongo Metarhizium spp.

3.1.3.4.1. Crecimiento radial y tasa de crecimiento

Para determinar el crecimiento radial y tasa de crecimiento de los aislamientos, con un
sacabocados se tomaron discos de 5mm (@) de colonias de cuatro dias de crecimiento de cada
aislamiento, los discos de micelio se transfirieron usando un asa estéril y se colocaron en el
centro de cada caja de Petri de 90 mm (@), previamente trazada en la parte externa de la base
con una linea en direccion horizontal y vertical. Posteriormente, se sellaron con parafilm, se
rotularon y se llevaron a incubacion por 20 dias a 27+1 °C en total oscuridad. El crecimiento
radial de las colonias se midi6 en dos direcciones perpendiculares cada 48 horas usando un
calibrador Vernier digital por un total de 20 dias. A los valores obtenidos en la medicion se les
restaron los 5 mm correspondientes a cada circulo de micelio inicial. La tasa de crecimiento se
calculo al final del ensayo con la siguiente formula: Tasa de Crecimiento= (Crecimiento final-
Crecimiento inicial)/tiempo de incubacion, de acuerdo a Kalm & Kalyoncu (2008) y Guijon et
al. (2010). El ensayo se organizd bajo un disefio completamente aleatorio, con seis

repeticiones por aislamiento.

3.1.3.4.2. Produccion de conidios

Para determinar la concentracion de conidios por cada aislamiento se siguio la metodologia de
Ruiz et al. (2011), para ello de las cajas de Petri de 90 mm (@) de veinte dias de incubacién se
procedid a cosechar los conidios de la superficie del cultivo bajo condiciones asépticas
inundando la caja de Petri de 90 mm (@) con 10 mL de agua destilada estéril (ADE ) + Tween
80 (0,1%) y raspando la colonia con un bisturi. La suspension de conidios fue filtrada con gasa
estéril para separar el micelio. Los conidios se agitaron durante 10 min en un Vortex.
Posteriormente el conteo de conidios se realizd en camara de Neubauer improved brigh-line,
utilizando la dilucion 102, en cinco cuadrantes del cuadrado central con ayuda del objetivo
40X del microscopio. El experimento se organizé bajo un disefio experimental completamente
aleatorio con seis repeticiones por aislamiento. La concentracion por mL™ se estimé mediante

la formula:
Total células contadas x 250.000

Concentracion (Conidios/mL) = — —
Numero de cuadros x Dilucion
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3.1.3.4.3. Germinacioén de conidios

Para evaluar la germinacion de conidios, se utilizé la metodologia utilizada por Valle (2015).
La germinacién se evalu6 utilizando cajas de Petri de 90 mm (@), en las cuales se marcaron en
la superficie externa inferior cinco puntos de 24 mm (@). Luego se vertieron 10 mL de agar -
agua al 1,5%. En cada punto se sembr6 10 uL de la dilucién 102 de cada aislamiento a
evaluar. Las cajas se incubaron a 27+1 °C durante 24 h y se agregé una gota de azul de
lactofenol a cada sitio sembrado con el hongo, para detener su desarrollo. Posteriormente, se
cortd esta muestra, se colocd en un porta objetos, se cubrié con un cubre objetos y se observo
al microscopio. Se conté minimo 100 conidias por punto de crecimiento, considerando como
conidia germinada aquella cuyo tubo germinativo sobrepasé el doble del diametro mayor del
conidio. Se registro el numero de conidias germinadas y no germinadas. Se utilizaron seis
réplicas (cinco puntos de inoculacion) por cada aislamiento bajo un disefio estadistico

completamente aleatorio.
3.1.3.5. Disefio de la Investigacion

3.1.3.5.1. Disefo experimental

Factores de estudio: El factor de estudio de esta investigacion fue los diferentes aislamientos
del hongo entomopatogeno Metarhizium spp.

Variables de respuesta. Las variables de respuesta de esta investigacion fueron: La
descripcion macroscopica (color, aspecto, superficie, pigmentacion del hongo en el medio de
cultivo), descripcion microscépica (forma de conidiéforos, estructura, tamafio conidios), el
crecimiento radial, tasa de crecimiento, produccion de conidios y el porcentaje de

germinacion.

3.1.3.5.2. Anadlisis estadistico

Para el andlisis del tamafio de conidios de cada uno de los aislamientos se utilizo la estadistica
descriptiva.

Para el anélisis del crecimiento radial, tasa de crecimiento, produccion de conidios y
germinacion, se realizd un andlisis de varianza de un solo factor. Para detectar las diferencias

estadisticas entre los aislamientos en cada una de las variables respuesta estudiada se aplico la
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prueba de rangos maltiples de Tukey al 95% de probabilidad. Para estos analisis se utilizo el

paquete estadistico infoStat version 2017.
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4. CAPITULO IV.

4.1. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1. Obtencion de aislamientos del hongo entomopatdgeno Metarhizium spp.

Durante las prospecciones realizadas en las siete fincas de la parroquia Tarqui, se obtuvieron
once aislamientos nativos del hongo entomopatégeno Metarhizum spp., en suelos de cultivos

de cafia de azUcar, durante un periodo de tres meses comprendido entre noviembre 2017 a
enero 2018 (Fig. 2).

Figura 2. A) Recoleccion de muestra de suelo en cultivo de cafia de azicar, B) Muestras de
suelo en laboratorio, C) Preparacion de disoluciones de la muestra de suelo, D) Inoculacion de
dilucion 1072, E) Seleccion de colonias de Metarhizium spp. para su repique, F) Colonia pura
del hongo Metarhizium spp. a los 10 dias de crecimiento.
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Los once aislamientos de Metarhizium spp. fueron codificados segun el lugar de origen (Tabla
1).

Tabla 1. Codificacion de los aislamientos nativos de Metarhizium spp.

Origen
No. o o Fecha de colecta
] ) Cadigo (Propietario de la
Aislamiento ) muestra de suelo
finca)
1 T63-01 Luis Caicedo 6-11-2017
2 T63-02 Luis Caicedo 6-11-2017
3 T63-03 Salomon Villafuerte | 6-11-2017
4 T63-04 Esturado Valverde 7-11-2017
5 T63-05 Luis Trajano 7-11-2017
6 T63-06 Luis Trajano 7-11-2017
7 T63-07 Luis Trajano 7-11-2017
8 T63-08 Luis Trajano 7-11-2017
9 T63-09 Alfredo Cornejo 8-11-2017
10 T63-10 Huagrayacu 8-11-2017
11 T63-11 Luis Tuqueres 9-11-2017

4.1.2. Identificacion de aislamientos del hongo entomopatdgeno Metarhizum spp.

Se realiz6 una clasificacion morfoldgica segin Humber (2012), que permitié determinar el
género de los aislamientos obtenidos. Se encontraron 11 aislamientos que pertenecen al género
Metarhizium, segun el color de las colonias, que son inicialmente blancas y posteriormente se
tornan verdes olivas u oscuras cuando ya estan esporuladas. Asi como, por la forma de los

conidios que son ovoides aceptados, agrupados en largas cadenas paralelas.
4.1.3. Caracterizacion morfoldgica del hongo entomopatdgeno Metarhizium spp.

4.1.3.1. Caracterizacion macroscopica de los aislamientos de Metarhizium spp.

En la tabla 2, se presenta la caracterizaciébn macroscopica de cada uno de los aislamientos

obtenidos del hongo entomopatdgeno Metarhizium spp., en donde se evidencia que la mayoria
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de aislamientos a los veinte dias presentaron un aspecto similar, por lo general colonias
algodonosas, blancas, con poca esporulacién, micelio blanco hacia el borde de la colonia y en
el centro color amarillo, elevacion pulvinada, bordes regulares, no difunde pigmento al medio,
el reverso es de color amarillo claro y un borde fino de color blanco. El aislamiento T63-02,
fue el Unico que presentd caracteristicas diferentes, colonias desde el inicio pegado al medio,
blanco, que se torna verde oscuro con la esporulacién, tiene esporulacién abundante, el
micelio es blanco fino hacia el borde de la colonia, bordes irregulares, no difunde pigmento al

medio, reverso color naranja en el centro y bordes blancos.

Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas de los aislamientos de Metarhizium spp.

Aislamie Caracteristicas
Anverso Reverso
nto Macroculturales

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacion. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia.
Bordes regulares. Elevacion
pulvinada. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo con
el centro color oscuro y un borde
fino de color blanco.

T63-01

Colonias desde el inicio pegado al
medio, blanco, que se torna verde
oscuro con la  esporulacién.
Esporulacién abundante. Micelio
blanco fino hacia el borde de la
colonia. Bordes irregulares. No
difunde pigmento al medio. Reverso
color naranja en el centro y bordes
blancos.

T63-02

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacién. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia 'y
en el centro color amarillo.
Elevacion pulvinada. Bordes
regulares. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo
naranja en el centro y borde blanco.

T63-03
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T63-04

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. ~ Poca  esporulacion.
Micelio blanco hacia el borde de
la colonia y en el centro color
amarillo. Elevacion pulvinada.
Bordes regulares. No difunde
pigmento al medio. Reverso
color amarillo naranja en el
centro y borde blanco.

T63-05

Colonias al inicio algodonosa,
blanca.  Poca  esporulacién.
Micelio blanco hacia el borde de
la colonia y en el centro color
amarillo. Elevacion pulvinada.
Bordes regulares. No difunde
pigmento al medio. Reverso
color amarillo naranja en el
centro y borde blanco.

T63-06

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacion. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia y
en el centro color amarillo.
Elevacion pulvinada. Bordes
regulares. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo
naranja en el centro y borde blanco.

T63-07

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacion. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia y
en el centro color amarillo.
Elevacion pulvinada. Bordes
regulares. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo
naranja en el centro y borde blanco.
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T63-08

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacion. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia 'y
en el centro color amarillo.
Elevacion pulvinada. Bordes
regulares. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo
naranja en el centro y borde blanco.

T63-09

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacion. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia y
en el centro color amarillo.
Elevacion pulvinada. Bordes
regulares. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo
naranja en el centro y borde blanco.

T63-10

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacion. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia y
en el centro color amarillo.
Elevacion pulvinada. Bordes
regulares. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo
naranja en el centro y borde blanco.

T63-11

Colonias al inicio algodonosa,
blanca. Poca esporulacion. Micelio
blanco hacia el borde de la colonia y
en el centro color amarillo.
Elevacion pulvinada. Bordes
regulares. No difunde pigmento al
medio. Reverso color amarillo
naranja en el centro y borde blanco.

Las caracteristicas de los aislamientos obtenidos tienen aspectos similares a los resultados

reportados por Obando et al. (2013) en su estudio. Mientras que, en estudios realizados por

Garcia et al. (2011), la coloracién de la colonia va desde verde oliva hasta el verde oscuro

debido a la maduracién de los conidios, con aspecto algodonoso, de textura variable y

superficie plana, semejantes a los observados en el aislamiento T63-02 de nuestro estudio.
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4.1.3.2. Caracteristicas microscopicas aislamientos de Metarhizium spp.

En la tabla 3 se muestra las caracteristicas microscopicas de los aislamientos de Metarhizium

spp, con su respectiva descripcion de los conidios.

Tabla 3. Caracteristicas microscopicas aislamientos de Metarhizium spp

Aislamie

ntos

Morfologia de la colonia

Morfologia de los conidios

Caracteristicas
microscopicas

T63 -01

Conidios de 9-17 um
de largo y 3-5 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-02

Conidios de 8-12 um
de largo y 2-5 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-03

Conidios de 8-12 um
de largo y 3-6 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.
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T63-04

Conidios de 6-9 um de
largo y 2-4 pm de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-05

Conidios de 7-11 um
de largo y 2-4 pm de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-06

Conidios de 8-13 um
de largo y 2-6 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-07

Conidios de 7-12 um
de largo y 2-5 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.
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T63-08

Conidios de 7-11 um
de largo y 3-4 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-09

Conidios de 8-11 um
de largo y 3-4 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-10

Conidios de 7-13 um
de largo y 2-5 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.

T63-11

Conidios de 6-12 um
de largo y 2-5 um de
ancho cilindricos y a
menudo con un ligero
estrechamiento
central, formando
cadenas muy largas,
de color verde en
masas.
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4.1.3.3. Caracterizacion del tamafio de los conidios de los aislamientos de Metarhizium
spp.

En la caracterizacion del tamafio de los conidios se determind que el tamafio de los conidios de
los aislamientos evaluados, estuvo entre 6 y 17 um de largo y entre 2,5 y 6 um de ancho y con

una relacion largo ancho de 2,4 a 3,3 um, lo que confirma su forma alargada y ovoide (Tabla

4).

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de los conidios producidos por aislamientos de

Metarhizium spp.

Tamaio conidios

Aislamiento _ Largo (um) , _ Ancho (un_1) , ngggr??ho
Media £D. E. Min. Max Media £D. E. Min. Max
T63-01 12,32 £ 2,06 9 17 3,76 £0,77 2 5 33
T63-02 9,62 +0,97 8 12 3,6 £0,67 2 5 2,7
T63-03 10,22 £1,25 8 15 3,94 +£0,77 3 6 2,6
T63-04 7,88 £0,92 6 9 2,98 +0,62 2 4 2,6
T63-05 9,42 £ 0,99 7 11 3,48 £0,65 2 5 2,7
T63-06 9,82+1,19 8 13 394 £0,82 2 6 2,5
T63-07 9,32+£0,84 7 11 3,18 +0,44 2 4 2,9
T63-08 9,38+1,32 7 13 3,48 +0,58 2 5 2,7
T63-09 8,68 £ 1,27 6 12 3,56 +0,67 2 5 2,4
T63-10 9,38+1,32 7 13 3,48 +0,58 2 5 2,7
T63-11 8,68 + 1,27 6 12 3,56 +0,67 2 5 2,4

Los conidios son aceptados ovoides, formado cadenas usualmente arregladas en columnas
prismaticas o cilindricas 0 en masas solidas de cadenas paralelas, similar a lo reportado por
Rojas et al. (2017). El tamafio promedio de los conidios de los aislamientos evaluados, se
encuentran dentro del rango de 7,77 y 10,93 um de largo y de 3,88 a 7,40 um de ancho

reportados para el género Metarhizium por Fernandes et al. (2010).

4.1.4. Caracterizacion fisiologica del hongo Metarhizium spp.

4.1.4.1. Crecimiento radial y tasa de crecimiento

En la figura 3 se evidencia el tamafio de los aislamientos, donde obtuvo un mayor tamario el

aislamiento T63-02, con un valor de 57,4 mm, el cual fue significativamente superior a los
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aislamientos T63-11, T63-03 y T63-04, que alcanzaron valores de 38,44; 33,8 y 31,1

respectivamente a los veinte dias de crecimiento.
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Figura 3. Crecimiento micelial de los aislamientos de Metarhizium spp. a los 20 dias de
desarrollo en PDA a 27+1 °C /Medias con letras distintas indican diferencias significativas
para el test de Tukey (p< 0,05) (n=6).

En el presente estudio se verifico que el tamafio de las colonias de los aislamientos nativos fue
superior al tamafio de colonias de 32 y 50 mm que alcanzaron diferentes aislamientos de M.
anisopliae durante 21 dias, sobre Papa Dextrosa Agar, en un estudio realizado por Skalicky et
al. (2013). Por otro lado, en un estudio realizado por Pik et al. (2009) obtuvieron un
crecimiento radial de 61,7 y 61,9 mm, a los 14 dias, sobre Papa Dextrosa Agar y Saboraud
Dextrosa Agar + 1% de Extracto de levadura, crecimiento muy superior a los observados en

los aislamientos nativos evaluados.

El andlisis de varianza para la tasa de crecimiento a 27+1 °C durante 20 dias, mostrd
diferencias entre los aislamientos durante el periodo de crecimiento total (p<0,0003). El
aislamiento T63-02, mostro el valor mas alto de crecimiento (2,62 mm.dia-1) y fue
significativamente superior a los aislamientos T63-11, T63-03 y T63-04, que alcanzaron tasas
de crecimiento de 1,67; 1,44 y 1,31 mm.dia®, respectivamente. El resto de aislamientos
mostraron valores de tasas de crecimiento de 2,14 y 1,35 mm.dia?, sin diferencias estadisticas

entre ellos.
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Figura 4. Tasa de crecimiento de los aislamientos de Metarhizium spp. sobre PDA a los
20 dias de desarrollo a 271 °C / Medias con letras distintas indican diferencias
significativas para el test de Tukey (p< 0,05) (n=6).

La tasa de crecimiento obtenida en el presente estudio es inferior a la tasa promedio de
crecimiento de 2,30 y 3,22 mm.dia* obtenida al evaluar el crecimiento de seis aislamientos de

M. anisopliae por Dimbi et al. (2004).

En otro estudio, al evaluar el crecimiento de tres aislamientos de M. anisopliae sobre Papa
Dextrosa Agar y Saboraud Dextrosa Agar, con adicion del 1% de extracto de levadura
obtuvieron una tasa de crecimiento entre 5,35 y 6,54 mm.dia* Pik et al. (2009), superior a la

tasa de crecimiento obtenida en el aislamiento nativo T63-02.

En el presente estudio la tasa de crecimiento de 2,62 mm.dia® obtenido en el aislamiento
nativo T63-02, es superior a lo determinado por Garcia et al. (2012), quienes encontraron
tasas de crecimiento, de 1,5 y 1,8 mm.dia, al evaluar diferentes aislamiento de M. anisopliae.
No obstante, los valores obtenidos son inferiores a la tasa de 3,1 y 3,7 mm.dia™ observada por
Ruiz et al. (2011), en cinco cepas de M. anisopliae, sobre este medio de cultivo. De igual
forma a los reportados por Rachappa et al. (2007) quienes observaron valores de crecimiento

micelial de 38 a 39 mm/dia en aislamientos de M. anisopliae.
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4.1.4.2. Produccién de conidios

El andlisis de varianza para la concentracion de conidios por placa de Petri de 90 mm @ a los
20 dias de incubacion a una temperatura de 27+ 1 °C, mostro diferencias entre los aislamientos
(p<0,0001). EI aislamiento T63-02, mostrd el valor mas alto de produccion de conidios por
placa Petri (1,09 x10® conidios.mL™) y fue significativamente superior a los demas
aislamientos. Los aislamientos T63-01 y T63-04, mostraron una produccion intermedia con
valores de 6,45x107 y 2,95x107 conidios.mL™, respectivamente, con diferencias significativas
entre ellos. Los aislamientos con la menor produccion de conidios presentaron valores entre

9,50 y 2,4 x10° conidios.mL™, sin diferencias estadisticas entre ellos (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de conidios por cada aislamiento de Metarhizium spp. sobre
PDA a los 20 dias de desarrollo a 27+1 °C. Medias con letras distintas indican diferencias

significativas para el test de Tukey (p< 0,05) (n=6).

En cuanto a la produccién de conidios, los resultados obtenidos en el aislamiento T63-02 son
superiores a los encontrados por Ruiz et al. (2011), quienes al evaluar la esporulacién de
cinco cepas de M. anisopliae encontraron una produccion de conidios que vario de 3,93 y 8,56
x10® conidios.mL™. En otro estudio realizado por Torres et al. (2013), al caracterizar
aislamientos nativos de M. anisopliae encontraron que el aislamiento MaA4 produjo 174 x108

conidios. mL™ produccion superior a los obtenidos en el presente estudio.
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De acuerdo a Torres et al. (2013) la seleccion de aislamientos con buen potencial genético en
cuanto a produccién de conidios, es un aspecto basico para la produccion a escala comercial
de hongos entomopatdgenos.

En este mismo contexto varios autores (Tomas & Jenkins, 1997; Garcia et al., 2012) sefialan
que una alta produccién de conidios hace méas viable su comercializacion y reduce los costos
de su implementacién en el campo. Por tanto, en los programas de control biolégico uno de los
aspectos mas importantes es la produccion masiva de conidios (Castro et al., 2013), por lo que
se busca que los sustratos permitan la produccion del mayor nimero posible de conidios por
gramo producido, a un menor costo (Pereira & Ira, 1999).

4.1.4.3Germinacion de conidios

El analisis de varianza para el porcentaje de germinacion mostré diferencias entre los
aislamientos (p<0,0013) (Tabla 5). El aislamiento T63-08 fue significativamente superior a los
aislamientos T63-11, T63-10, T63-09 y T63-01, pero no tuvo diferencias estadisticas con los

demas aislamientos.

Tabla 5. Porcentaje de germinacion de conidios de los aislamientos de Metarhizium spp. a las

24 horas de la inoculacién a 27+1 °C, (n=6).

Aislamiento Germinacion
conidios (%)
T63-08 94,8 a
T63-02 92,8 ab
T63-07 92,2 ab
T63-03 91 ab
T63-06 90,4 ab
T63-05 90,4 ab
T63-04 89,8 ab
T63-11 85,8 b
T63-10 85,8 b
T63-09 85,8 b
T63-01 85,8 b
E. E. 1,69
Valor de p 0,0013
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El porcentaje de germinacion obtenido el aislamiento T63-08 es inferior a los obtenidos por
Ruiz et al. (2011), quien obtuvo el 100% de germinacion entre las 6 a 7 h de incubacién en

cinco aislamientos de M. anisopliae.

En otro estudio realizado por Obando et al. (2013) al evaluar la germinacion de 13 cepas de

M. anisopliae, verificaron que todas las cepas mostraron una germinacion mayor al 90%.

De acuerdo a estos autores, este parametro fisioldgico es una caracteristica deseable, debido a
que las conidias de los hongos entomopatdgenos deben presentar un rapido desarrollo del tubo
germinativo, para acelerar el proceso infectivo y disminuir el tiempo de exposicion a factores

adversos como la radiacién UV y humedad cuando son aplicadas en campo.
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5. CAPITULOV.

5.1. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.1. CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron once aislamientos nativos de siete fincas en suelos de cultivos de cafia
azucar de la parroquia Tarqui, los cuales son pertenecientes al género Metarhizium,
segun el color de las colonias, que son inicialmente blancas y posteriormente se tornan
verdes olivas u oscuras cuando ya estan esporuladas. Asi como, por la forma de los
conidios que son ovoides aceptados, agrupados en largas cadenas paralelas.

2. De los once aislamientos nativos de hongos entomopatdgenos Metarhizium spp. diez
presentaron caracteristicas morfoldgicas similares, mientras que el aislamiento T63-02,
se diferencio de los demas por tener las colonias superficie plana, que se torna verde
oscuro con la esporulacion, con presencia de esporulacion abundante, bordes
irregulares. Con respecto al tamafio de conidios de los aislamientos evaluados vario de

6 a 17 umde largo y de 2,5 a 6 um de ancho.

3. En las caracteristicas fisioldgicas el aislamiento T63-02 obtuvo un mayor tamafio de
colonias con un valor de 57,4, a su vez en la concentracion de conidios el mismo
aislamiento mostro el valor mas alto de produccién de conidios por placa de Petri (1,09
x108 conidios.mL™?) , de igual manera en la tasa de crecimiento el aislamiento T63-02,
mostro el valor mas alto de crecimiento (2,62 mm.dia), mientras que en el porcentaje
de germinacion el aislamiento T63-08 fue significativamente superior (94,8%) a los

demas aislamientos.
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5.1.2. RECOMENDACIONES

1. Se debe continuar con el estudio de caracterizacion del género Metarhizium, para
incrementar el nimero de aislamientos, ya que existe un gran potencial de
concentracion de conidios en suelos de cultivo de cafia de azucar en la parroquia
Tarqui, los cuales serian muy Utiles para la obtencion de cepas comerciales para
control bioldgico de plagas.

2. Al momento de trabajar con hongos entomopatdgenos es recomendable no realizar
estudios de bacterias, porque estas son muy agresivas y contaminan el area de trabajo y

los aislamientos.
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