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Esporulacion de conidias de Beauveria bassiana ensustratos de arroz

Sporulation of conidias de Beauveria bassiana in rice substrates

Herndn Jorge Poma Laura y Carlos Lopez Blanco

La reproduccion masiva de Beauveria bassiana en sustratosdlido, generalmente se da en granos de arroz como matriz,
formulaciony control de calidad. H objetivo del trabajo fue evaluar la esporulacion de conidias de cepas de B. bassiana
en diferentes sustratos de arroz, realizado en la Estacién Experimental Coroico, San Pedro de la Loma, Municipio de
Coroico, durante el afio 2010. Las variables estudiadas fueron: las caracteristicas y comportamiento de sustratos de
arroz, caracteristicas y desarrollo de cepas delhongo en sustratos, la conidiacién de cepas delhongo en sustratos y los
costos de produccion. Se utilizé el Disefio Factorial Completamente al Azar con 2 factores: Factor A, sustrato de arroz
consus niveles a1, az, asy a4 (cateto, estaquilla, carolinay arrocillo); Factor B, cepas del hongo con sus niveles by, by, y
bs (24,13 y 9205). La maduracién del hongo se presenté hasta los 25 dias, con esporulacién alta en el tratamiento a:bs
(cateto x cepa 9205), con 2,03*10°+0,33+10° c.g™, y baja en azb, (estaquilla x cepa 13), con 5,23*10%+1,73*10% c.g™
Estadisticamente hay dependencia entre las cepas del hongo y los sustratos de arroz, con esporulacion heterogénea,
con potencial parejo en las cepas, con eficiencia sobre los sustratos catetoy carolina seguida de arrocilloy estaquilla.
Los costos unitarios de produccion del hongo (200 g. bolsa™), en arrocillo, cateto, carolinay estaquilla son de 3,92; 4,36;
4,46y 4,85 Bs. bolsa™, y 1.254, 1.312, 1.258 y 1.387 Bs. qq”, logrando 320, 301, 282y 286 bolsas. qq™. La relacion
conidiacioén vs costos de produccion del hongo, rescata al sustrato cateto y carolina, el arrocillo por la cantidad de bolsas
obtenidas compensala esporulacion, se descarta el arroz estaquilla por su baja conidiaciony alto costo.

RESUMEN

PALABRAS CLAVE Esporulacién, conidias, cepas, sustrato, costo de produccion, arroz.

ABSTRACT Massive reproduction of Beauveria bassiana in solid substrate generally occurs inrice grains as matrix, formulation and

quality control. The objective of this w ork was to evaluate the sporulation of conidia of B. bassiana strains in different rice
substrates, carried out at the Coroico Experimental Station, San Pedro de la Loma, Municipality of Coroico, during 2010.
The variables studied w ere: Characteristics and behavior of rice substrates, characteristics and development of fungus
strains in substrates, conidiation of fungus strains in substrates and production costs. Factor A, rice substrate with is
levels a1, a», as and a4 (heel, staple, carolina and arrocillo) w ere used. Factor B, strains of the fungus with their levels by,
b2, and bz (24, 13 and 9205). The maturation of the fungus presented up to 25 days, with high sporulation in the treatment
a1bs (cathex x strain 9205), with 2,03 * 10° + 0,33 * 10° ¢.g™, and low in axb, (staple x strain 13), With 5,23 * 10®+ 1,73 *
10® c.g*. Statistically there is a dependence betw een the fungus strains and the rice substrates, with heterogeneous
sporulation, w ith even potential in the strains, w ith efficiency on the substratum and carolina followed by arrocillo and
staquilla. The unit costs of production of the fungus (200 g. bolsa™), in arrocillo, cateto, carolina and estaquilla are of
3,92; 4,36; 4,46 and 4,85 Bs. bolsa™, and 1,254, 1,312, 1,258 and 1,387 Bs. qq™, achieving 320, 301, 282 and 286 bags.
qq™. The relation conidiation vs cost of production of the fungus, rescues the substrate cat and carolina, the arrocillo by
the quantity of bags obtained compensates the sporulation, the rice rice is discarded because of its low conidiation and
high cost.
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INTRODUCCION

Los hongos entomopatdgenos pueden ser utilizados,
para el control de insectos plaga, en diferentes
estrategias, como insecticida microbial, siendo
necesario producir masivamente, formularlo 'y
liberarlo oportunamente en el campo para disminuir
la poblacion de insectos plaga. El sustrato de granos
libres o quebrados es el mas estudiado, donde elarroz
es de mayor uso, ya que conserva las condiciones de
viabilidad, patogenicidad y produccion de volimenes

Aprobado: 28/05/17.
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mayores de esporas (conidias), considerados como
altos rendimientos de material infectivo. El hongo
Beauveriabassiana (Balsamo) Vuillemin es el hongo
mas estudiado por su amplio rango de hospederos y
distribucion geogréfica.

A nivel de los Yungas pacefio se cuenta con cepas
promisorias del hongo B. bassiana (nativas vy
exotica), especificas en el control de Hypothenemus
hampei, con antecedentes de seleccion, bioensayo y
aplicacion. Las cepas del hongo se producen en
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Esporulacion de conidias de Beauveria bassiana en sustratos de arroz.

sustrato de arroz desconociendo la cuantificacion de
conidias bajo un método estandar. Por consiguiente,
el objetivo del trabajo fue estudiar la produccion
masiva de cepas del hongo bajo diferentes sustratos
de arroz, determinando la concentracion de unidades
infectivas (conidias) en peso y/o volumen.

MATERIALESY METODOS

El presente estudio se realizd en la Estacién
Experimental Coroico, comunidad de San Pedro de la
Loma Municipio de Coroico, Provincia Nor Yungas
del departamento de La Paz. Geograficamente
ubicado a 16° 12’ 17°’ de Latitud Sur y 67° 41° 52’
de Longitud Oeste, a una altura promedio de 1.630
m.s.n.m., la precipitacion pluvial promedio de 1.621
mm.afio; la temperatura anual de 215 °C, y la
humedad relativa de 80,79%. El método de trabajo se
basé en las siguientes fases de estudio:

Reconocimiento, acondicionamiento y condiciones
de laboratorio

El trabajo se inici6 con el reconocimiento de
laboratorio de entomopatogenos en la Estacion
Experimental Coroico, acondicionando las areas de
preparacion de sustratos, inoculacion, incubacion y
maduracion. A su vez, con la recomendacion de
CENICAFE (1996) y Pérez (2002), el laboratorio en
el proceso de maduracion del hongo, se mantuvo a un
promedio de 24 °C, bajo condiciones asépticas.

Antecedentes de la calidad de cepas del hongo B.
bassiana

Se identificd las cepas nativas provenientes de los
Yungas (24 PVICC, 13 U/VB) y la cepa exdtica 9205
proveniente de Colombia (CENICAFE), detallandose
los antecedentes de calidad en el Cuadro 1.

Tabla 1. Antecedentes de calidad de las cepas del hongo B. bassiana.

Concentracion

Viabilidad Pureza Patogenicidad

Cepa  Origen

c.ml? c.g? (%) (%) (%)
24
PV/CC Yungas 3,50*107 1,40*10° - - 98
13U/VB  Yungas 3,50*107 1,40*10° - - 97
B.b. 9205 Colombia 3,87*10'* 7,74*10° 85-100 99,80 97

Fuente: Bustillo et al. (1998) y Cordero (1999).

Reproduccion masiva del hongo a partir de cepas
purificadas

- Seleccion de impurezas, lavado e hidratado del
arroz

Se trabaj6é con arroz cateto, estaquilla, carolina y
arrocillo (Figura 1), separando elementos indeseables

como cascarillas, piedrecillas, semillas de malezas,
granos picados. El arroz seleccionado se lavo con
agua, quitandole el polvillo, luego se hidrato en agua
hervida por 0,67 h, con el fin de ganar humedad
mediante la absorcioén de los granos, finalmente se
escurrio el exceso de agua en un colador por
gravedad.
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Flgura 1 Sustratos de arroz utilizados: a) Cateto; b) Estaquﬂla ¢) Carolina; d) Arrocillo.
Fuente: Fotografias EEC (2010).
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- Embolsadoy esterilizacion de sustratos de arroz

Para la contencion y desarrollo del hongo se emple6
bolsas de polipropileno, empleando 100 g.bolsa?,
cerrandoy asegurando con grapas, llevandose ala olla
a presion. La esterilizacion de bolsas con sustrato
tomo un tiempo de 0,5 h, a una temperatura y presion
aproximada de 121 °C y 1,5 atmdsferas. Las bolsas
esterilizadas se trasladaron a la Camara de Flujo
Laminar, donde se enfriaron y sometieron a raycs
ultra violeta (accion germicida) por un tiempo de 6 h,
para su posterior inoculacion.

- Inoculacion y maduracion de B. bassiana

Lareproduccion masiva de B. bassiana (tratamientos:
cepas + sustratos), a partir de matrices purificadas, se
realizé con la inoculacion del hongo en los sustratos
con la ayuda del Asa de Platino cerca de un mechero
Bunsen, registrando la fecha, cddigo y cepa. Las
bolsas inoculadas se agitaron para diseminar las
conidias y acelerar el contacto y germinacion
respectiva, disponiéndose en la caAmara de incubacion
de forma ordenada por tratamientos para su
maduracion. Se efectud un seguimiento por +25 dias,
evidenciando la maduracion completa de cepas del
hongo con una esporulacion abundante de conidias.

Lectura de concentracion de conidias

El conteo de conidias de cepas del hongo, se realizd
posterior a los 25 dias. Se utilizd la metodologia
propuesta por Antia et al. (1992), procediendo a
preparar la solucion madre o dilucion 10° con un

Depth
Profondews
0.100mm

Reticulo central de conteo de La Camara de Neubauer.

Registro de conteo de conidias del hongo en microscopio.

Dep6sito de muestra de la dilucion 10%) en la Camara de Neubauer.
Localizacion de los campos de conteo con microscopio (10X, 40X).

volumen de Agua Destilada Estéril (ADE) de 200 ml,
el hongo producido (100 g) y aceite agricola Carrier
al 0,1%; a suvez se prepard tubos de ensayo con 9 ml
de ADE en orden secuencial en gradilla. De la
solucion madre, previa agitacion se tomd la
submuestra de 1 ml depositando al primer tubo de
ensayo, obteniendo asi la dilucién 1 o 10!, llevando
de esta, 1 ml al siguiente tubo, obteniendo la dilucién
2 0 10% y asi, hasta lograr la dilucién apropiada (10%),
que permitié el conteo (c.ml?) de la suspension. La
dilucién adecuada permitié facilitar conteos de 10 a
50 conidias por cuadrante.

Para el conteo se utilizd un microscopio y la Camara
de Neubauer (Figura 2a), esta Gltima dividida en 2
reticulos, cada una subdividida en 9 cuadros de 1 mm?
con un area total de 9 mm?. Para el caso se utilizd el
cuadrante central subdividido en 25 cuadrantes y
estos a su vez en 16 cuadros mas pequefios (Figura
2b), cuyo factor es 10%. La dilucion adecuada (10%) se
agito durante 30 segundos y se tomd una muestra
aproximada de 0,01 ml, depositando en cada reticulo
de la camara (Figura 2c), con la ayuda del
microscopio (objetivo 10X) se localizd el campo
central de conteo de tal forma que se obserne
nitidamente los cuadrantes y luego se paso al objetivo
40X precediéndose con el conteo respectivo (Figura
2d, 2e). La concentracion de conidias se calculo
empleando la formula siguiente:

C =N * Dilucién empleada * Factor cAmara
Donde:

C: Concentracion que se desea conocer
N: NUmero promedio de esporas por cuadrante.

Cémara de Neubauer o Hemocitémetro, dividida em dos reticulos de conteo.

Figura 2. Proceso de conteo de conidias de cepas del hongo B. bassiana (Tratamientos: cepas X sustratos).

Fuente: Fotografias EEC (2010).
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Segin CENICAFE (1996) y Lopez (2003), el conteo
se establece sumando el total de esporas presentes en
los 25 cuadrantes centrales de la camara, realizando
tres veces este procedimiento con seis lecturas.

Variables de estudio

- Evaluar las caracteristicas y comportamiento de
los granos de arroz en el proceso de preparacion,
conociendo el porcentaje de granos enteros y
partidos, y determinando la ganancia de peso en
humedad o agua después de la hidratacion vy
esterilizacion respectivamente.

- Evaluar las caracteristicas fisicas del hongo B.
bassiana, y las etapas de desarrollo en su fase
saprofitica en sustratos de arroz.

- Determinar la concentracién de unidades
infectivas (conidias) de las cepas de B. bassiana
en los diferentes sustratos de arroz, en unidades de
peso y/o volumen.

- Determinar los costos de produccion del hongo,
bajo la tecnologia artesanal de laboratorio
comunal.

Disefio experimental

El presente estudio se llevo bajo el disefio “Factorial
Completamente al Azar” con factorial 4 x 3 (Factor A
x B), haciendo 12 tratamientos en 4 repeticiones, con
48 unidades experimentales (3 bolsas por unidad
experimental), con un margen de error del 5%. Se
realizé las pruebas: Analisis de Varianza, Analisis de
efectos simples en factores y niveles (Anélisis de
Interaccion), Varianzas, Desviacion Estandar vy

rroz.

prueba de rango mdaltiple (Little y Hills,
Calzada, 1982).

1990;

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas y comportamiento de sustratos de
arroz

Los sustratos de arroz empleados en la produccion de
B. bassiana, presentaron caracteristicas propias
referente a la calidad de sus granos (Cuadro 2),
determinando la relacion de granos enteros y partidos
en muestras de 10 g. Para el caso los resultados
indican que el sustrato estaquilla tuvo mayor nimero
de granos enterosy por ende menor ndmero de granos
partidos, seguido de carolina y cateto
respectivamente, y por el contrario el arrocillo
presento casi en su totalidad granos partidos en
99,40%.

A partir de un peso seco inicial de sustratos de arroz
(3200 g), realizada la hidratacion y esterilizacion,
estas manifestaron la ganancia en peso por la
absorcion de agua, de forma heterogénea, influyendo
la hidroscopicidad y la dureza de los granos, siendo
superior en arrocillo con 39,29%, seguido de cateto,
estaquilla y carolina con 30,79%; 24,32% y 22,37%,
traducido en peso de agua absorbido de 1257,28;
985,28; 778,24 y 715,84 g respectivamente (Cuadro
3). La pérdida de humedad en el proceso de
esterilizado de sustratos hidratados fue minima con
0,05%, traducido en peso de agua de 20,64 g del peso
total, indicando que las bolsas de polipropileno
empleadas, son resistentes a altas temperaturas e
impermeables, manteniendo la humedad interna para
el desarrollo y preservacion del hongo.

Tabla 2. Caracteristicas de los sustratos de arroz.

Sustrato  Peso NUmero de Peso Porcentaje
de arroz @) granos ©) (%)
GE GP GE GP GE GP
Cateto 10 316+11  114+18 838 162 8380 16,20
Estaquilla 10 343+10 58+14 904 096 9040 9,60
Carolina 10 33546 72+13 889 110 8890 1110
Arrocillo 10 6+3 1100+33 0,06 994 060 99,40

Referencias: GE: Granos enteros; GP: Granos partidos.

Fuente: Propia (2010).

503-513



Esporulacion de conidias de Beauveria bassiana en sustratos de arroz.

Tabla 3. Ganancia en peso de agua en sustratos de arroz.

Sustrato Peso _Peso Pe_s_o

de arroz seco % Hidratado 9% esterilizado %
(9) (9) (9)

Cateto 3200 100 4206,08 13144 418528 130,79

Estaquilla 3200 100 399584 12487 397824 12432

Carolina 3200 100 393792 12306 391584 122,37

Arrocillo 3200 100 447936 13998 445728 139,29

Promedio 3200 100 4154,80 12983 4134,16 12919

Fuente: Propia (2010).

Gutiérrez et al. (1995); citado por la Secretaria de
Agricultura Ganaderia y Desarrollo Rural (1997),
sefialan que el empleo de sustrato de arroz en cultivo
de hongos tiene la capacidad de retener agua
interviniendo en la  constitucion  de  los
microorganismos y en la difusion de enzimas,
nutrientes y productos a traves de la materia solida. EI
agua libore debe permitir el desarrollo de
entomopatogenos (humedad mayor al 50%) sin
reducir la porosidad del material ni disminuir el
intercambio de gases.

___a
Figura 3. Desarrollo de B. bassiana en sustratos de arroz de las cepas:a) 24, b) 13 y c¢) 9205.
Fuente: Fotografias EEC (2010).

Las cepas de B. bassiana (24, 13 y 9205), se
caracterizaron en su fase inicial por una consistencia
algodonosa, llegando a su fase final con una
estructura compacta conidiogénica pulverulenta. Las
cepas del hongo tienen diferencias en su coloracion
natural, siendo en la cepa 24 cremosa a amarillo, en
la 13 crema suave, y en la 9205 blanca intensa. No se
tuvo cambios de coloracion (amarilla o violeta) que
suele ocurrir como mecanismo de defensa a
contaminantes (bacterias).

La fase saprofitica del hongo en medio natural,
presentd las siguientes etapas: 1) Germinacion de
conidias; 2) Inicio de micelio de aspecto algodonoso
abundante no muy compacto con sus coloraciones
respectivas; 3) Cubrimiento de micelio, forma
abundante y compacta; 4) Conidiogénesis, con
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Caracteristicas y comportamiento del hongo en
proceso de desarrollo en sustratos

El desarrollo de cepas de B. bassiana, sobre los
sustratos de arroz, se manifestd hasta los 25 dias,
desde la inoculacion hasta la liberacion de conidias.
El desarrollo del hongo sobre los sustratos se dio de
forma inundativa, con cubrimiento de los mismos.
Las cepas del hongo presentaron sus caracteristicas
propias en estructura, color y consistencia (Figura 3).

formacion de conidiéforos y conidias; 5) Liberacion
de conidias, de aspecto pulverulento.

Narvéez et al. (1997), sefialan que la produccion de
conidias del hongo depende del medio de cultivo, es
decir responden mejor a un sustrato que a otro, debido
a los nutrientes que lo conforman. Asimismo,
Castafiares (1993), manifiesta que las caracteristicas
morfoldgicas y de pigmentacion indica la diversidad
metabdlica en hongos del genero Beauveria de
acuerdoa la procedencia de las mismas, evidenciando
estas diferencias marcadas en las tres cepas
estudiadas.

Determinacion de la concentracion de unidades
infectivas del hongo
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La concentracion de conidias de B. bassiana, en
sustratos de arroz, obtenido en volumen (c.ml') y
unidad de peso (c.g?), a los 25 dias de maduracion,
manifestd una esporulacion definitiva de las cepas del

hongo (Figura 4ay 4b). Ladilucién obtenida (10%), en
la formulacion (hongo + ADE), da a entender que las
cepas del hongo tienen alta esporulacion en un tiempo
mayor de maduracion.

a

a) Coh?:iiaci.én d La cepa exdtica 9205 en sustrato dearroz.

b) Conidiacion de la cepa nativa 13 en sustrato de arroz.
c) Conidias en el retidulo de conteo en la Camara de Neubauer.

Figura 4. Conidiacion de cepas de B. bassiana en sustratos de arroz y conteo de conidias.

Fuente: Fotografias EEC (2010).

Las lecturas realizadas en la Camara de Neubauer
(Figura 4c), determino la tasa de concentracion de
conidias de cepas de B. bassiana (Cuadros 4). La
esporulacion mas baja se manifesté en el tratamiento
a,b, (Estaquilla x cepa 13), en peso de 97,40+£0,36 g,
se obtuvo 2,54*108+0,85*10® c.ml! equivalente a

5,23*108+1,73*10® c.g?, la mas alta ocurri6 en el
tratamiento a;b; (cateto x cepa 9205) en peso de

100,52+329 g, con 2,81*10°+0,34*10° c.ml?,
equivalente a 2,03*10°+0,33*10° c.g?
respectivamente.

Tabla 4. Concentracion de conidias de cepas delhongo a los 25 dias de maduracion.

ai az as a4
AXxB Cateto Estaquilla Carolina Arrocillo
*97,50+7,05 101,06+1,49 100,95+5,88 92,77+6,64
b: **3,38*10%4£0,35%108  3,30*10°+1,28*10° 7,48*108+1,61*10° 3,24*108+1,28*10°
Cepazd  ***6.98*10°+0,96*10° 648*108+2,56*10° 147*10°+0,23*10° 7,02*10%+287*108
97,03+£1,97 97,40+0,36 97,91+5.74 89,37+£2,73
b> 7,22*108+0,45*108 2,54*108+0,85*10° 6,67*10%+4,62*10® 4,36*10°+0,42*108
cepa13  1,48*10°+0,61*10° 523*108+1,73*10°  1,36*10°+0,93*10° 9,80*108+1,25*10°
100,52+3,29 95,21+4,27 101,80+6,41 90,46+1,89
bs 2,81*10°+0,34*10° 2,94*108+0,38*108 4,39*108+3,48*10% 4,24*10%+0,41*108
_cepaozos_2,03*10°+0,33*10° 6,21*108+0,99*10° 8,36*108+2,70*10% 9.39*10°+0,93*10°

Referencias: *Peso cantidad del hongo en bolsa (formulacién): g.

**Por unidad de volumen: c.ml’

***Por unidad de peso:c.g™.
Fuente: Propia (2010).

Los resultados indican heterogeneidad en la
concentracion de conidias, presentando alta
esporulaciéon los tratamientos a;b; (cateto x cepa
9205), a;b, (cateto x cepa 13), asb; (carolina x cepa
24) y asb, (carolina x cepa 13); esporulacion media en
el sustrato arrocillo con las tres cepas, asbs (carolina
X cepa 9205) y a;b; (cateto x cepa 24); y esporulacion
baja en el sustrato estaquilla con las 3 cepas,

1
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suponiendo que influyo la dureza del grano (baja
hidratacion) y el poco polvillo que presento (arroz
limpio pulido).

CENICAFE (1995), indica que la cepa 9205 en
Colombia, desarrollada a una temperatura de 27+2 °C
enbotellas con 50 g de arroz a 20 dias de incubacion,
manifestdé una esporulacion de 3,87*10'1+0,44*10%!
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c.ml* equivalente a 7,74*10° c.g?, siendo 74 veces
mas alta que la obtenida en el tratamiento a;bs, (cepa
9205 x sustrato cateto), producida en bolsa de
polipropileno a una temperatura de 24 °C. Esto
confirma la influencia que ejerce la temperatura, la
metodologia de produccion, los sustratos de arroz
empleados, acelerando o retardando la maduracion y
la esporulacion de conidias del hongo, obteniéndose
en nuestro caso hasta los 25 dias con relacion a los 20
dias de CENICAFE-Colombia.

- Andlisis de varianza de concentracion de
conidias

El Andlisis de Varianza (ANVA) (Cuadro 5),
demuestra que el factor A (sustratos) es significativo
respecto al factor B (cepas del hongo), a su vez estos
factores interactian (A x B) o sea son dependientes,
no correspondiendo el andlisis por separado. La
interaccion sefiala las diferencias de conidiacion de
cepas del hongo (24, 13 y 9205) sobre los diferentes
sustratos de arroz (cateto, estaquilla, carolina y
arrocillo).

Tabla 5. ANVA de la esporulacion de cepas del hongo.

FV_ GL SC

CM Fc_ Ft(0.05)

A 3 466*10'8

155*10'® 1153 287 *

B 2 5,07*10%

2,53*10" 188 3,23 NS

AxB 6 423*10'

7,05*%107 524 237 *

Error 36  4,85*%10'8

1,35*10%"

Total 47

Coeficiente de Variacion: 35.82%.

Fuente: Propia (2010).

- Andlisis de efectos simples de la interaccion (A
x B)

La interaccion A x B, se analiz independientemente
a partir de un factor en los niveles del otro factor
mediante andlisis de varianzas, en base a una tabla de

doble entrada de promedios de esporulacion de
conidias (Cuadro 6), de los diferentes tratamientos,
graficandose para ambos factores el comportamiento
de esporulacion de conidias para su interpretacion,
sustentando al final con la prueba de rango multiple
Duncan, bajo una probabilidad de error de 0,05%.

Tabla 6. Combinacion de factores con promedios de conidiacion (c.g?).

AXB a a a3 au Promedio
b: 6,98*108 6,48*108 147*10° 7,02*10° 8,79*108
b, 148*10° 523*108 1,36*10° 9,80*108 1,09*10°
bs 2,03*10° 6,21*10® 8,36*10% 9,39*108 1,11*10°

Promedio 1,40*10° 5,98*10® 1,22*10° 8,74*10® 1,02*10°

Fuente: Propia (2010).

- Analisis de Varianza de efectos simples de los
factores Ax B

El ANVA del Factor B en los niveles del Factor A
(Cuadro 7), muestra diferencias estadisticas

significativas para los niveles a;y a, (sustrato catetoy
estaquilla), influyendo en la esporulacion heterogénea
de conidias. En cambio en los niveles as y a, (sustrato
carolina y arrocillo) es no significativo, manifestando
igualdad  estadistica, con poca variacion de
conidiacion en dichos niveles.
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Tabla 7. ANVA de efectos simples del factor B en los niveles de A.

FV GL SC CM Fc  Ft(0,05)
B(ay) 2 3,46*10'8 1,73*10% 1291 327
B(a) 2 3,46*10%8 1,73*10% 1291 327*

B (as) 2 7,96*107 3,98*10"7 297 327 NS

B(av) 2 1,63*10'"  8,15*10'¢ 061 327 NS
Error 36 4,85*10*8 1,35*10%

Fuente: Propia (2010).

Tabla 8. Comparacion de conidiacion de cepas delhongo sobre sustratos.

. a a3 a1 a2
TIpOS de arroz Cattto Carolina Arrocillo Estaquilla
Promedios 1,40*10° 1,22*10° 847*10° 598*10°

Duncan P <0.05.

2,50E+09

2,03%10°

2,00E+09

1,47*10°

1,50E+09 +—— 1,4810°
6,48*108 1,35*10° %108
1,00E+09 9,80"10
9,39%108
6,98+108 8,36%108 7 02*10°
5,00E+08 6,21*10° -

5,22*108

Concentraciéon de conidias

0,00E+00 T T T
Cateto Estaquilla Carolina Arrocillo

Sustratos soélidos de arroz

[ —e—cepaz4a —=—cCepal3 —~—Cepa9205 |

Figura 5. Esporulacién de conidias de cepas del hongo sobre sustratos de arroz.
Fuente: Propia (2010).

Con el andlisis de efectos simples del Factor B en superioridad de las cepas 24 y 13 en el sustrato
niveles del Factor A, en base al ANVA de efectos carolina.
simples, la grafica (Figura 5) y la prueba Duncan - Analizando el comportamiento del hongo, la cepa
(Cuadro 8), se tiene la siguiente interpretacion: 9205 tiene mayor esporulacion sobre el arroz
cateto respecto a los demds tratamientos,
- Laesporulacién de conidias del hongo en las cepas presentando minima esporulacion en estaquilla
13 y 9205, sobre los sustratos catetoy estaquilla es con las tres cepas, con menor esporulacion en
heterogéneo (significativo), superior en el primero carolina y similar e intermedia en arrocillo con
respecto al segundo. La conidiacion homogénea relacion a las otras cepas.
(no significativa) de cepas del hongo en los - La esporulacion de la cepa 13 en arroz cateto
sustratos carolina y arrocillo, con minima muestra superioridad minima en relacion a
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carolina, presentando una esporulacion media en
arrocillo e inferior en estaquilla. Es la cepa mejor
adaptadaa los sustratos cateto, carolina y arrocillo,
y similar a las otras cepas en estaquilla con
esporulacién baja.

La cepa nativa 24 tiene una esporulacion elevada
en el sustrato carolina, y con similitud con poca
variacion en los sustratos cateto, estaquilla y
arrocillo respectivamente.

La prueba Duncan, indica estadisticamente la
esporulacién de conidias de cepas del hongo sobre

sustratos de arroz, siendo los mejores cateto y
carolina seguido de arrocillo y estaquilla.

El Andlisis de Varianza de efectos simples del Factor
A en los niveles del Factor B (Cuadro 9), demuestra
estadisticamente diferencias significativas para los
niveles b;, b, y by respectivamente lo cual indica
heterogeneidad de las cepas del hongo en
esporulacién de conidias sobre los sustratos de arroz.

Tabla 9. ANVA de efectos simples del factor A en niveles de B.

FV GL SC CM Fc Ft (0,05)
A(b1) 3 1.82*10'8 6.07*10'7 4,49 2.87*
A(b,) 3 2.17*10'8 7.23*10Y 5.36 2.87*
A(bs) 3 4.81*10 1.60*10® 11.85 2.87*
Error 36 4.85*10% 1.35*10"

Fuente: Propia (2010).

Tabla 10. Comparacion de conidiacién de cepas de B. bassiana.

Cepas de b3 b b:
B. bassiana Cepa 9205 Cepa 13 Cepa 24
Promedios 1,11*10° 1,08*10° 8,79*108
Duncan P <0.05.
2,50E+09
2,00E+09 & 2 03*10° —
1,48*10°
1,50E+09 A 1'47*109 \4\
1,35%10°

9,39%108 |

1,00E+09 A

7,02%108 \ﬁ&
/9,80*108 8,36*108

5,00E+08 1

Concentracién de conidias

0,00E+00

6,98*108

6 487108\._/I 6,21*108
5,22%108

Cepa 24 Cepa 13 Cepa 9205

Cepas de Beauveria bassiana

[ ——cateto —™— Estaquila_—*— Carolina —*— Arrocillo |

Figura 6. Influencia de sustratos de arroz en conidiacion de cepas de B. bassiana.

Fuente: Propia (2010).
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El andlisis de efectos simples del Factor A en los
niveles del Factor B, en base al ANVA, la gréfica
(Figura 6) y la prueba Duncan, se llega a la siguiente
interpretacion:

- El comportamiento de los sustratos de arroz
respectoa la esporulacion de cepas del hongo, es
significativo, con heterogeneidad en desarrollo y
formacion de conidias.

La gréfica, indica mayor conidiacion en sustrato
cateto con la cepa 9205, de la misma forma con la
cepa 13 (igual a carolina, cepa 24y 13), y baja con
la cepa 24 (igual a estaquilla y arrocillo).

El sustrato carolina, tiene una conidiacion
favorable con las cepas 24 y 13, casi similares con
el sustrato cateto y cepa 13, siendo inferior con la
cepa 9205 (similar a arrocillo y estaquilla).

El sustrato arrocillo, tiene una homogeneidad de
conidiacion con la cepa 13 y 9205, con una leve
inferioridad con la cepa 24. Es el sustrato con
mayor uniformidad con relacion a los demas
sustratos.

El sustrato estaquilla presenta una homogeneidad
de esporulacion con las tres cepas, siendo la mas
baja con relacion a los otros sustratos.

La prueba Duncan, manifiesta que las cepas
estadisticamente son similares, respecto al
potencial de esporulacion de conidias sobre
sustratos de arroz, con variacibn  poco
significativa.

Relacionando los analisis expuestos se llega a uno
global, siguiente:

- Existe dependencia entre los factores sustratos de
arroz y cepas de B. bassiana, con esporulacién
heterogénea de unidades infectivas (conidias).

- Las graficas muestran la conidiacion en unidad de
peso (c.g?!), manifestando superioridad las cepas
9205 y 13 ensustrato cateto, la cepa 24 en sustrato
carolina, manifestando superioridad el primero en
27 veces respecto al sequndo y terceroy 34 veces
con respecto al cuarto.

- Los valores regulares de conidiacion se presentan
en la cepa 24 y 9205 en cateto y carolina, siendo
inferior en 65 y 41 veces respecto al mejor
tratamiento. Asimismo, las cepas 13, 9205 y 24
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en arrocillo, manifiestan inferioridad en 52, 54 y
65 veces conrelacion a la mejor esporulacion.
Los valores minimos de esporulacion con las
cepas 24, 9205 y 13, se presentaron en el sustrato
estaquilla, manifestando una inferioridad respecto
al mejor valor de esporulacion (cepa 9205 en
sustrato cateto) de 68, 69 y 74 veces
respectivamente.

El analisis de comparacion estadistica respecto a
la esporulacion de conidias, en sustratos resultaron
ser los mejores, los sustratos: cateto y carolina,
seguido de arrocillo; enlo referente a las cepas del
hongo B. bassiana, resultaron ser similares con un
alto potencial esporulativo de conidias.

Humphreys y coautores (1989); citado por SAGDR
(1997), sefialando que las conidias aéreas de hongos
se obtienen masivamente en cultivos de sustrato
solido, granos precosidos, con dificultad de obtener
productos de calidad homogénea. Asimismo, Alves
(1986), indica que los entomopatdgenos presentan
una variabilidad genética recurrente de heterocariosis
gue resulta con diferentes grados de patogenicidad,
virulencia, especificidad, produccién de conidias y
resistencia a factores abiéticas.

Costos parciales de produccion a nivel de
laboratorio comunal

Los estimativos se hicieron basados en precios de la
gestion del 2010. Para el calculo de mano de obra se
estimé una produccion de 100 bolsas del hongo (200
g.bolsa®) por jornal, también se calcul6 la energia
requerida (gas licuado), descartando los costos de
energia eléctricay agua, el primero por la ausencia del
servicio en comunidades y el segundo por usos y
costumbres (Derechos y Ley de aguas).

El Cuadro 11 muestra los costos de produccion por
bolsa de B. bassiana en base a los insumos necesarios
que se emplean en la produccion directa (Costos
variables), descartando los equipos, materiales y
ambiente (Costos fijos). Asi mismo el Cuadro 12
muestra los costos de produccion del hongo a partir
de la relacion peso estandar de sustrato por nimero de
bolsas obtenidas.
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Tabla 11. Costos de produccion del hongo en sustratos.

Sustrato de arroz

Costo Unitario

(Bs/bolsade 200 g)

Cateto

4,36

Estaquilla

4,85

Carolina

4,46

Arrocillo

3,92

Fuente: Propia (2010).

Tabla 12. Costo de produccion del hongo en relacion sustratos/bolsas obtenidas.

Costo
Costo de Unitario Obtencion Costo de
compra (Bs/bolsade 200  de bolsas produccion

Sustrato (Bs/qq) g) (200 g/qq) (Bs/qq)
Cateto 220 4,36 301 1312,36
Estaquilla 340 4,85 286 1387,10
Carolina 230 4,46 282 1257,72
Arrocillo 95 3,92 320 1254,40

Fuente: Propia (2010).

Existe variabilidad de costos por unidad de bolsa del
hongo, siendo mas econémico en arrocillo con 3,92
Bs.bolsa! y con mayor costo en estaquilla con 4,85
Bs.bolsa. Los costos en relacion al peso estandar de
sustrato (1 qq), por el nimero de bolsas obtenidas, hay
similitud en carolina y arrocillo con diferencia
minima (1257,72 y 1254,40 Bs), con mayor costo en
estaquilla. Respecto alnimero de bolsas obtenidas el
arrocillo (320 bolsas) tiene ventaja respecto a
carolina, estaquilla y cateto con 38, 34 y 19 bolsas.

Relacionando los costos de produccion con la
esporulacion del hongo, rescatar a las cepas 9205 y 13
en el arroz cateto, las cepas 24 y 13 en carolina, y las
tres cepas en arrocillo, descartando al sustrato
estaquilla por el costo alto y la baja esporulacion. De
manera general los sustratos catetoy carolina son los
mejores en la produccion de B. bassiana, debiéndose
mejorar la hidratacion (> a 45 minutos) para una
mayor absorcion de aguay eficiencia en esporulacion.
Asimismo, el sustrato arrocillo por su alta hidratacion
(obtencion de mas bolsas), esporulacion aceptable y
su bajo costo, compensa la esporulacion de conidias
del hongo.

Feng et al. (1994); citado por la SAGDR (1997),
sefialan tres requerimientos para la produccién
exitosa de entomopatdgenos: 1) hongos con alta
patogenicidad y virulencia, 2) formulaciéon sin
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pérdida de viabilidad e infectiva, 3) costos de
produccion minimos, en medios simples, barato,
disponible  en cantidades suficientes 'y un
procedimiento de produccion facil, con un minimo de
labor. Asimismo, Fernandez (2007), sefiala que los
métodos de produccion tienen ventajas y desventajas,
por lo que la decision depende de varios factores,
entre los cuales, la calidad del producto final, la
factibilidad tecnolégica y econdmica son los mas
importantes.

CONCLUSIONES

Los sustratos de arroz empleados en la produccion de
B. bassiana, presentaron caracteristicas propias de sus
granos (enteros y partidos), presentando mejor
calidad el arroz estaquilla, seguido de carolina, cateto
y arrocillo, con granos enteros en 90,40%; 88,90%;
83,60% Yy 0,60%; granos partidos en 9,60%; 11,10%;
16,20% y 99,40% respectivamente.

En el proceso de preparacion de sustratos, después de
la hidratacion y esterilizacién,  presentaron
heterogeneidad en la absorcién de agua, con ganancia
en peso superior en el sustrato arrocillo con 39,29%,
respecto a cateto, estaquilla y carolina con 30,79%;
24,32% y 22,37% respectivamente.



Esporulacion de conidias de Beauveria bassiana en sustratos de arroz.

La concentracion de conidias de cepas del hongo en
sustratos de arroz, hasta los 25 dias, manifesté mayor
esporulacion el tratamiento a; b; (cateto x cepa 9205),
con 2,03*10°+0,33*10° c.g?, y la minima en el

tratamiento a,b, (estaquilla x cepa 13), con
5,23*108+1,73*10° c.g.
Estadisticamente existe dependencia entre los

factores sustrato de arroz y B. bassiana, con
esporulacion heterogénea. Elandlisis de comparacion
determino que los mejores sustratos son cateto y
carolina seguido de arrocillo; y las cepas del hongo
son similares con un alto potencial esporulativo.

Los costos unitarios de produccion del hongo por
unidad de bolsa (200 g), fue variable, con costos de
3,92; 4,36; 4,46 y 4,85 Bs. bolsa! enarrocillo, cateto,
carolina y estaquilla, y los costos de 1254,40;
1312,36; 1257,72; y 1387,10 Bs. qg!, con la
obtencion de 320, 301, 282 y 286 bolsas
respectivamente.
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