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. INTRODUCCION

En algunas ocasiones, el ataque de insectos plagas constituye una de las causas de la
baja produccion y rendimiento de la cafia de azGcar. En Ecuador, existen varias
especies de insectos que pueden afectar el cultivo, siendo las mas importantes el
saltahojas, Perkinsiella saccharicida y el salivazo, Mahanarva andigena (Mendoza,
2001; Mendoza, et. al, 2001).

En un esfuerzo por evitar tales problemas, los cultivadores de cafia vienen utilizando
insecticidas quimicos, como Unica alternativa para controlar estas plagas. Esta préactica,
lejos de ser una solucion duradera, econdmica y ecoldgica, ha traido como consecuencia
la ruptura del equilibrio bioldgico del agro-ecosistema, con manifestaciones evidentes
de resurgencia de plagas claves, surgimiento de nuevas plagas y, problemas
relacionados con la salud y el medio ambiente (Mendoza. 2001).

Esta situacion estd demandando la bisqueda de nuevas alternativas de control que
sustenten el desarrollo de una agricultura sostenible. En varios paises, el uso de hongos
entomopatdgenos es una alternativa que se ha venido abriendo espacio en los programas
de manejo de plagas en cafia de azUcar. Estos microorganismos poseen la capacidad de
regular las poblaciones de algunos insectos plagas (Rodriguez y Saenz, 2000; Estrada
y Lopez, s.f.; Mendonca, 1996).

Actualmente, se conocen mas de 700 especies de hongos que afectan a insectos de
diversos érdenes (Devoto, Gerding y France, 2003); algunos de los cuales, estan siendo
utilizados exitosamente en programas de control biolégico (Monzén. 2001). Por ahora,
el grupo méas importante de hongos entomopatdgenos, con fines précticos de manejo,
esta constituido por Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (Monzoén. s.f.). En el
caso de M. anisopliae es un patégeno que ataca naturalmente a mas de 300 especies de
insectos de diferentes érdenes, entre los cuales se encuentran el saltahojas, Perkinsiella
saccharicida, y diversas especies de salivazo que afectan la cafia de azicar (Mendonca,
1996; Alves, 1998; Mendoza, 2003).

El trabajo realizado hasta ahora con M. anisopliae en el Centro de Investigacion de la
Cafia de Azucar del Ecuador (CINCAE), ha permitido establecer una metodologia para
la produccion de este entomopatdégeno con miras a su utilizacién en programas de
manejo integrado de plagas en cafia de azucar.

Asistente de Investigacion y Entomdlogo del CINCAE.



1. PROCESO DE PRODUCCION
1. Recoleccion de muestras en el campo

Para la obtencion de cepas del entomopatdgeno se hacen recolecciones en el campo de
insectos muertos que presenten sintomas o signos del patdégeno que se desea aislar
(micelio o esporulacion).  Estos insectos se colocan individualmente en frascos de
vidrio, cajitas o fundas plasticas, limpias o esterilizadas, y se trasladan al laboratorio.
Aqui se hace una desinfeccion de los especimenes, sumergiendo en solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5%, durante 2 minutos, y se enjuagan tres veces en
agua destilada estéril (ADE). Posteriormente se colocan sobre papel filtro estéril para
extraer el exceso de humedad. Una vez desinfectados los especimenes, se colocan en
cajas petri acondicionadas como camara humeda estériles, con papel filtro, una bolita de
algodén humedecido y dos portaobjetos colocados en cruz, sobre los cuales se colocan
los especimenes desinfectados (Figura 1).
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Figural. Camara himeda (A), crecimiento de micelio (B) y esporulacién de M. anisopliae
(C) sobre adultos de Perkinsiella saccharicida

2. Aislamiento

Para los aislamientos se toman los insectos de la camara himeda que presenten una
esporulacion uniforme y estén libres de contaminantes (Figura 2). Este aislamiento se
puede efectuar de dos maneras: En el primer caso se prepara una suspension retirando
las conidias del cuerpo del insecto y colocéandolas en un frasco con 9 ml de ADE una
gota de Tween 20. A partir de esta suspension se hacen siembras en el medio de cultivo
con la ayuda de un asa de platino. En el otro caso se retiran las conidias del insecto con
el asa de platino y se siembran directamente utilizando la técnica del rayado sobre el
medio de cultivo. EIl aislamiento se efectla en cajas petri o tubos de ensayo
conteniendo PDA! (papa, dextrosa y agar) mas extracto de levadura. Para evitar el
crecimiento de bacterias se agrega una gota de acido lactico sobre el medio de cultivo
en cada caja petri o tubo de ensayo. Las cajas petri se sellan con parafilm y los tubos de
ensayo con algoddn y papel aluminio (Figura 3). Posteriormente se colocan en una
incubadoraa 27 °C con luz permanente.

Y200 g de papa, 20 g de dextrosa, 15 g de agar, 5 g de extracto de levadura y 1000 ml de agua destilada



Figura 2. Adulto de salivazo Figura 3. Aislamientos de M. anisopliae en
cubierto con micelioy  conidias caja petri (A) y tubo de ensayo (B)
de Metarhizium anisopliae.

3. Reactivacion

Partiendo de una cepa seleccionada, sea nativa o introducida, es necesario mantener la
patogenicidad y virulencia de este organismo a través de dos reactivaciones al afio.
Para esto se utilizan insectos vivos procedentes de la cria del laboratorio o del campo,
que no muestren sintomas de afectacién por algun patégeno. Para el caso del salivazo se
desinfectan con una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5%, durante 2
minutos, y se enjuagan por tres ocasiones con ADE; luego se colocan sobre papel filtro
estéril para eliminar el exceso de humedad y posteriormente se inoculan con el hongo.
El método de inoculacién consiste en sumergir el insecto en una suspensién de 1x10°
conidias/ml o pasar una pincelada en el dorso del mismo. Los insectos inoculados son
colocados individualmente en cajas petri, proporcionandoles humedad y alimento hasta
que se produzca la muerte del mismo. En el caso de Perkinsiela, se paralizan
momentaneamente colocandolas en la nevera durante 33 a 45 segundos e
inmediatamente se inoculan haciendo una pulverizacion con un atomizador manual.
Posteriormente se colocan sobre papel filtro para eliminar el exceso de humedad y se
transfieren a jaulas entomoldgicas en donde se las mantiene con pedazos de hojas de
cafia desinfectadas hasta que se produzca la muerte del insecto. Los insectos muertos
son acondicionados en cdmara humeda (caja petri) como se indicé anteriormente, para
que se produzca el desarrollo y la esporulacion del hongo.

4. Produccion del inoculo en cajas petri

Una vez obtenida la colonia pura del patdgeno se prepara una suspension de conidias y
con la ayuda de un esparcidor o rastrillo de vidrio se siembran sobre el medio de cultivo
(PDA mas extracto de levadura). Las cajas petri se sellan con parafilm y se colocan en
una incubadora a 27 °C, donde permanecen con luz continua durante 15 dias, tiempo en
el cual el hongo completa su desarrollo y alcanza a esporular completamente (Figura 4).
Una vez esporulado el hongo, y mientras permanecen en la incubadora, se retira el
parafilm de las cajas petri para que la colonia vaya perdiendo humedad y se mejore el
intercambio gaseoso. Posteriormente, estas cajas pasan a la refrigeradora (4 a 8 °C) en
donde pueden conservarse hasta seis meses.



5. Preparacion de matrices

Para formar las matrices se utilizan Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 100 ml de PDA
maés extracto de levadura y dos gotas de &cido lactico. En estas matrices se siembra el
indculo proveniente de las cajas petri llenas. Para ello se prepara una suspension con
una concentracion de alrededor de 1 x 10° conidias/ml, de la cual se toman 2 ml para
inocular cada matriz. Estas se colocan en la incubadora o en un ambiente a 27 °C, con
luz permanente o fotoperiodo normal. Al cabo de 15 dias el hongo estara
completamente esporulado y podra ser utilizado en la produccion masiva del mismo
(Figura 5).

Figura 4. Produccién de in6culo en
caja petri.

Figura 5. Matrices sélidas para produccion
de M. anisopliae

6. Preparacion del sustrato

Para la produccién masiva del hongo se utiliza arroz precocido. Para preparar este
sustrato se coloca el arroz en una olla con agua en estado de ebullicién, por el lapso de 5
a 10 minutos. El arroz precocido debe mostrar una consistencia suave y que quiebre
con facilidad al ser partido con la ufia. Posteriormente, este arroz es transferido a una
zaranda para escurrir el exceso de humedad y enfriarlo. El arroz precocido se puede
colocar en botellas de vidrio, fundas de polipropileno o tarrinas autoclavables. En el
CINCAE se utiliza fundas de polipropileno de 8" x 12", con capacidad para 400 g de
arroz precocido. Las fundas se cierran haciendoles tres dobleces y sellandolas con
grapas. El material asi preparado, se esteriliza en autoclave a 121°C con 15 psi, durante
30 minutos. Despues de esterilizar las fundas, se deben remover con el objeto de evitar
aglomeraciones del arroz y facilitar el crecimiento del hongo.

7. Inoculacién del sustrato

A partir de cada matriz sélida se prepara 500 ml de una suspension de conidias del
hongo, que puede tener una concentracién de 1 x 10° conidias/ml. Inicialmente se
agrega 100 ml de ADE + Tween 20 al 0.05%, con el cual se hace un primer lavado de
las conidias de la matriz, posteriormente se hacen otros lavados sucesivos hasta
completar 500 m1 de suspension del hongo. A esta suspension se le agrega 62.5 mg de
cloranfenicol, para evitar el crecimiento de bacterias. Para la inoculacion del sustrato se
utilizan 5 ml de esta suspension por funda (Figura 6).



Las fundas inoculadas se trasladan al cuarto de crecimiento (Figura 7), donde
permanecen expuestas a un fotoperiodo normal y con una temperatura de 26 a 28 °C.
Al tercer o cuarto dia se remueve el contenido de las fundas para lograr un crecimiento
uniforme y una buena esporulacion. Al cabo de 15 dias el sustrato con el hongo
esporulado es trasladado al cuarto de secado.

Figura6. Céamara de aislamientos (A) y cdmara de flujo laminar (B) utilizadas en
los procesos de aislamiento e inoculacion de hongos entomopatégenos.

Figura 7. Colocacion de las fundas inoculadas en el cuarto de crecimiento y
esporulacion de M. anisopliae

8. Secado del producto

El sustrato con el hongo proveniente del cuarto de crecimiento se coloca en el cuarto de
secado, a una temperatura no mayor de 28 °C, con baja humedad relativa (<70%) y sin
entrada de rayos solares. Un cuarto con acondicionador de aire provee las condiciones
adecuadas para el secado de este material. El material se esparce sobre papel periddico
y sobre un plastico negro, manteniéndose por 12 dias, hasta que el contenido de
humedad descienda al 12 6 14% (Figura 8). En estas condiciones el material es
enfundado en recipientes de 1 Kg (Figura 9) y estara listo para ser utilizado
directamente en las aplicaciones en el campo 6 almacenarse en refrigeracion (4 a 8°C).
En este ultimo caso, el hongo puede permanecer viable hasta por 6 meses.



Figura 8. Sistema para el secado del Figura 9. Enfundado del producto final
sustrato arroz- hongo.

I1l. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS O PRUEBAS DE CALIDAD
1. Concentracién de esporas

Para la cuantificacion de la concentracidn de esporas se toman cuatro submuestras de un
gramo de arroz-hongo, de cada lote de produccién. Cada submuestra se coloca en un
frasco con 10 ml de ADE més una gota de Tween 20, que constituye la suspension
madre. Luego, de cada suspension madre se toma 1 ml y se coloca en un segundo
frasco que contiene 9 ml de ADE, con lo cual queda preparada la dilucién 1 x 107
Posteriormente se repite este procedimiento hasta obtener una dilucién de 1 x 107
(Figura 10), la que permite contar el nimero de conidias en la camara de Neubauer o
Hemocitometro. EI conteo de conidias se hace en cinco campos (los cuatro de las
esquinas Yy el central) de la cdmara de Neubauer (Figura 11 y 12.). Se suma la cantidad
total de los cinco campos y se obtiene el promedio. Este valor se multiplica por 50.000
que es el factor de la cAmara, por el inverso de la dilucién, que en este caso sera 10%y
por el volumen de la suspension madre (10 ml). Este valor sera el estimado del nimero
de conidias por gramo de arroz.
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Figura 10. Procedimiento para preparar las
diluciones seriadas a partir de
la suspension madre.



Figura 11. Reticulo de la cadmara de Figura 12. Conteo de conidias en uno

Neubauer y cuadrados utilizados para el de los cuadrantes centrales de la camara
conteo de conidias de Neubauer. Las conidias que estan
sobre la linea derecha e inferior no se
cuentan
2. Prueba de germinacion

Esta prueba sirve para establecer la viabilidad del hongo y, en combinacion con el
estimado del numero de esporas por gramo de arroz se puede calcular la cantidad de
esporas viables por unidad de peso o volumen. Este estimado se hace con cada una de
las cuatro submuestras preparadas para el conteo de conidias. Se prepara una caja petri
para cada submuestra, con 15 ml de agar-agua, sin acidificar. Se marcan cinco puntos en
la superficie externa inferior de la caja, que corresponden a los puntos en los cuales se
depositan las alicuotas que contienen las esporas. De la dilucién 1x10° de cada
submuestra preparada para la prueba anterior, y previamente agitada, se toman cinco
alicuotas de 5 ul, para depositar sobre el medio de cultivo, en los puntos que fueron
marcados en la caja petri (Figura 13). Las cajas petri inoculadas se incuban en un
cuarto a 27°C, durante 20 a 24 horas. Transcurrido este tiempo se agrega una gota de
azul de lactofenol a cada alicuota con el propoésito de detener la germinacion y a la vez
teflir las esporas del hongo (Figura 14). Luego, se cortan las alicuotas depositandolas
sobre una lamina porta objetos y se coloca un cubreobjeto (Figura 15). La observacion
se hace con el objetivo de 40 X contando un minimo de 100 esporas (germinadas y no
germinadas), por alicuota (Figura 16). Con los datos obtenidos en las cuatro
submuestras se calcula el porcentaje de germinacion.



Figura 13. Depdsito de las alicuotas Figura 14  Tincion con azul de
de la suspension del hongo en la caja lactofenol de las conidias de M.
petri para la prueba de germinacion anisopliae.

Figura 15. Preparacién de placas para Figura 18. Conidias de M.

el conteo de conidias germinadas y no anisopliae germinadas y no

germinadas germinadas, 24 horas después de la
inoculacion en agar- agua, (objetivo
de 40 X).

3. Prueba de pureza

La prueba de pureza tiene como propdsito establecer la proporcién del agente biol6gico
e identificar los contaminantes, ayudando a mejorar el proceso de produccion del
entomopatogeno. EI medio Papa Dextrosa Agar (PDA) mas cloranfenicol (0,016%) se
prepara adicionando 1 ml de la solucién de cloranfenicol ( 0.25 gramos de cloranfenicol
en 100 ml de ADE) en 150 ml de PDA. Este medio se dispensa en cantidades de 10 a
15 ml por cada caja petri esterilizada. Luego se toman los tubos de la dilucién 107 de
cada submuestra, se agitan en el vortex durante un minuto y se toma 50 ul para inocular
en cada caja, dispersando el inoculo con la ayuda de un rastrillo bacterioldgico
esterilizado. Las cajas inoculadas se incuban a una temperatura de 27° C, con el fin de
promover el desarrollo de las unidades formadoras de colonias (UFC). Diariamente se
cuenta el nimero de UFC de cada organismo durante 7 dias, en todas las submuestras.
Al final de las lecturas, se identifica cada uno de los microorganismos presentes y se
anota el nimero de UFC de Metarhizium anisopliae y el nimero de UFC de otros
microorganismos (hongos, bacterias y levaduras). Para el céalculo de pureza (P) se
utiliza la siguiente formula:

UFC del hongo deseado
%P = - -- - x 100
UFC totales
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ANEXO

De acuerdo al proceso establecido para la produccion de Metarhizium anisopliae, el
laboratorio debe disponer de las siguientes salas 0 ambientes: sala para matrices, sala
para preparacion del sustrato, sala para inoculacion, sala para crecimiento del hongo y
sala para el secado. Los requisitos minimos en cada una de estas salas son los
siguientes:

Sala para matrices. En esta sala se mantienen las matrices, para lo cual se puede
disponer de una incubadora a 27 °C y con luz permanente. Si no se dispone de la
incubadora, las matrices se pueden mantener al ambiente con temperatura de 26 a 28 °C.
Ademas, en esta sala se debe disponer de una nevera, un microscopio y la camara de
Neubauer.

Sala para preparacion de medios de cultivo y el sustrato de arroz. En esta sala se
realiza el proceso de preparacion de los medios de cultivos y, el precocido y
esterilizacion del arroz. Los equipos necesarios para este proceso son el autoclave, una
cocina industrial de dos hornillas, una balanza electronica y una refrigeradora. Los
medios de cultivo, antibidticos y el agua destilada estéril se deben conservar en
refrigeracion ( 4 a 8°C).

Sala para inoculacion. En esta sala se efectian los aislamientos e inoculacion del
hongo en los medios de cultivo (cajas petri, matrices) y en el sustrato de arroz. Para
este proceso se requiere de una cdmara de flujo laminar o una cdmara de aislamiento
con luz ultravioleta, un mechero a gas o alcohol, un plato agitador calentador y un
vortex. Esta sala debe disponer de un acondicionador de aire y se debe mantener en
condiciones de asepsia.

Sala para crecimiento del hongo. En esta sala se mantienen las fundas inoculadas
durante el tiempo que requiere la fase de crecimiento y esporulacion del hongo. Las
fundas se colocan individualmente en los estantes metalicos evitando su aglomeracion.
Esta sala se debe mantener entre 26 a 28°C, humedad relativa del 80% y fotoperiodo de
8 horas. Para mejorar las condiciones de humedad de esta sala se recomienda el uso de
un humidificador.

Sala de secado del hongo. Esta sala debe ser independiente de las otras salas, debe
tener buena ventilacion, temperatura no mayor a 28 °C, humedad relativa menor a 70 %
y no permitir la entrada de rayos solares, para esto se puede colocar en las ventanas una
pelicula antisolar. Para mejorar las condiciones de secado de esta sala se puede
disponer de un acondicionador de aire encendido.

Nota: Todas las salas requieren de buenas condiciones de limpieza y desinfeccion,
especialmente las salas para mantenimiento de matrices, inoculacion y crecimiento del
hongo. Esta desinfeccion debe hacerse diariamente con una mezcla de amonio
cuaternario, a razon de 13 ml por litro de agua; 6, hipoclorito de sodio al 0.25 %.
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