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RESUMEN

Para alcanzar los objetivos y resultados esperados, se investigaron previamente
conceptos basicos sobre el manejo y produccion del hongo Metarhizium
anisopliae, del cual, se logro estimar la viabilidad del hongo mediante el conteo
de esporas germinadas, y a su vez, conocer la caracterizacién biologica

observando cada una de sus etapas de crecimiento en su morfologia.

Su bajo costo de produccién y su facil manejo nos lleva a que este hongo sea
una alternativa viable como método regulador de plagas, ya que los resultados
a pruebas de viabilidad se encuentran en un 80 %, esto sugiere que es una muy
buena alternativa para el remplazo de agroquimicos y que el uso del
Metarhizium anisopliae podria tener un futuro prometedor en el control de
insectos plaga, estamos consientes de que aun existen problemas de
estabilidad y almacenaje; por lo que se requiere un mayor esfuerzo en
investigaciones en esta linea a fin de obtener formulaciones de mayor
estabilidad, para que estos puedan ser utilizados ampliamente en la agricultura

como una estrategia viable.
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I. INTRODUCCION

El hongo Metarhizium anisopliae ataca naturalmente mas de 300 especies de
insectos de diversos ordenes. Entre las plagas afectadas por este hongo se
encuentran algunos lepidépteros y chinches plaga 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 (Sandino 2003). Debido a las caracteristicas de la especie y/o de la
cepa, ambito de hospedantes, patogenicidad, virulencia y condiciones
ambientales, existen cepas especificas utilizadas para el control de diferentes
plagas. Es importante destacar que se ha descrito que cada aislado
especifico de Metarhizium anisopliae tiene un rango de hospederos cortos.
Ademas, fue el primer hongo producido en masa en todo el mundo y utilizado
en el control de plagas de insectos desde hace mas de 100 afos.
Recientemente, la investigacion cientifica enfocada a estudiar a este
entomopatdgeno, asi como su empleo comercial se ha incrementado, debido
en parte a la importancia que ha cobrado mundialmente en la preservacion del

ambiente y de los ecosistemas (Roberts y Leger 2004).



I OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la caracterizacion y determinar la viabilidad del hongo Metarhizium

anisopliae, en el laboratorio del Instituto Tecnolégico de la Zona Maya.

2.2 Objetivos especificos

e Estudiar la caracterizacion del hongo Metharhizium anisopliae para su

mejor conocimiento tanto morfolégica como estructuralmente.

e Evaluar la viabilidad de los conidios del hongo Metharhizium anisopliae, a

fin de comprobar su viabilidad y pureza.



[l MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de los hongos entomopatégenos

Los entomopatégenos son microorganismos que provocan enfermedades en los
insectos, y entre los agentes causales se encuentran virus, bacterias, hongos,
protozoos y nematodos, entre otros. El uso de métodos biologicos de control
representa ciertas ventajas como: especificidad sobre las plagas vy
enfermedades, bajo riesgo para el ser humano, animales benéficos y el
ambiente, bajo costo gracias a su potencial de permanencia por largos periodos
de tiempo en los cultivos al tiempo de permanencia ya que su en los cultivos es
mayor si se compara con los productos quimicos (Alves 1986). Son organismos
de vida libre que pueden encontrarse en habitats acuaticos, terrestres y
subterraneos (Ferron, 1978), sin embargo también se han aislado de cadaveres
de insectos. Los hongos entomopatdgenos pueden sobrevivir en condiciones
poco favorables o en ausencia de su hospedero mediante las esporas que son
estructuras de resistencia (Kenneth et al.,, 1972; Wilding, 1973). Los hongos
entomopatdgenos tienen la capacidad de infectar cualquiera de las etapas de
desarrollo de un insecto y a una gran variedad de 6rdenes de éstos, algunos
hongos son mas virulentos hacia ciertos insectos, mientras que para otros no lo
son (Freimoser et al., 2003). Algunos de los géneros de hongos
entomopatdégenos mas importantes son: Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces,

Entomophaga, Verticillum, Hirsutella, Aschersonia y Pandora que pertenecen a



los 6rdenes Entomophthorales, Moniliales y Sphaeropsidales (Garcia-Gutiérrez
et al.,2009).

En general, Metarhizium anisopliae posee varias caracteristicas que lo
presentan como un agente microbiano de control muy interesante: causa alta
mortalidad en poblaciones de larvas de laboratorio, el hongo se puede
reproducir en cantidades masivas sobre medios artificiales muy econémicos y
los conidios se pueden almacenar facilmente, ademas a diferencia de la
Bauberia, su efecto no esta limitado a periodos populares del hospedero

(Scholte et al.., 20042).

3.2 Caracteristicas del hongo Metarhizium anisopliae

Este hongo se caracteriza por presentar un micelio de color verde olivo, el
conidiéforo nace del micelio y esta irregularmente ramificado con dos o tres
ramas en cada septo, las conidias se observan ligeramente pigmentadas de
color amarillo a verde olivo y con aspecto algodonoso a compacto, las conidias
presentan formas ovoides o cilindricas, producidas en cadenas muy largas de
sucesion basipétala, (Coria-Avalos y Vidales-Fernandez, 1997; Padilla-Melo et

al., 2000; CIP, 2004).



3.3 Clasificacion taxondmica

Reino Fungi
Division Mycoa
Subdivision Eumycota
Clase Deuteromycetes
Subclase Hyphomycetes
Orden Hypocreales

Familia Clavicipitaceae

Género Metarhizium

Especie Metarhizium anisopliae

3.4 Historia

El primer trabajo sobre control de insectos con patdgenos fue realizado por el
ruso Metschenikoff en 1879, quien aplico el hongo Metarhizium anisopliae para
el control de larvas del escarabajo Anisoplia austriaca y Krassilstsschick Hbst
en 1988 con el picudo Clonus punctiventris Germ. (Berlanga, 2000). Después
de estos intentos, otros trabajos de control microbiano fueron realizados, no
siendo los resultados siempre favorables, debido a los errores en las
aplicaciones y a la falta de conocimientos basicos sobre los patdégenos y otros

factores que afectan el control microbiano. Las primeras recomendaciones para
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el control de una plaga fueron hechas en el afio de 1664, por John Evelin el cual
utilizaba un macerado, para el control de larvas forestales.

Desde 1880 hasta principios del siglo XX espectaculares epizootias causadas
por hongos entomopatdgenos han conducido a estudios de su uso potencial
para el control de plagas (Sandoval 2001), siendo que en el afio de 1945, fue
instalado el primer laboratorio de patologia de insectos en la Universidad de
California (Badilla, 1994). Metarhizium anisopliae fue aislado por Metschnikoff
en 1879, a partir del coledptero Anisopliae austriaca y fue descrito por Sorokin

en 1883 (OMS, 1884).

3.5 Importancia econémica

La proteccién de cultivos contra plagas de insectos aun es dominada por los
plaguicidas quimicos, Las ventajas de insecticidas a escala mundial en 1995
alcanzaron $8.75 billones de dolares, de los cuales Unicamente 1.5 a 2 %
correspondian a biopesticidas (Alatorre, 2006). Un informe de mercado Europeo
revela que la tasa de crecimiento anual es del 10.1%, con tendencia a aumentar
(Gonzéalez-Coloma et al., 2007). Debido a la continua e intensa presion selectiva
se ha propiciado la aparicion de plagas resistentes que requieren dosis cada
vez mas elevadas de insecticidas. Mas de 400 plagas de insectos han
desarrollado resistencia a estos productos y ademas, aparece en un numero
aun mayor después de cada tratamiento, debido a que también son eliminados
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sus enemigos naturales, asi como los de plagas secundarias, que al quedar
fuera de control pueden rebasar el umbral econémico y producir pérdidas
considerables (Mier et al., 1994). Todo esto han asegurado el creciente interés
en estrategias alternativas para el manejo de plagas incluyendo los hongos
entomopatdégenos (Alatorre, 2006). El mercado principal de los bioplaguicidas lo
constituye la agricultura ecoldgica, cultivos bajo plastico, parque y jardines.
(Gonzélez-Coloma et al.,, 2007). Los productos formulados con hongos

entomopatdgenos, constituyen solo una pequefia fraccidén de los biopesticidas.

3.6 Identificacion del hongo Metarhizium anisopliae

El conidiéforo es ramificado, el conidio inicial es producido por el conidiéforo en
una abstriccion simple en la parte distal. En cada conidiéforo se forma una
cadena de conidias basipetala, las cuales crecen densas y adheridas una con
otras formando masas prismaticas de columnas. Las conidias de este género
son blancas cuando son jovenes, pero conforme maduran el color se torna
verde obscuro. Tulloch citado por los mismos autores agrupa solamente a dos

especies M. anisopliae y M. flavoride.
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3.7 Metarhizium anisopliae

Fue uno de los primeros microorganismos en ser usado para el control biolégico
de insectos. Fue aislado por Metschnikoff de Anisopliae austriaca Herbst (1879)
y fue descrito por Sorokin (1883). Este hongo es considerado cosmopolita, pues
se reporta en distintos lugares del mundo, esto se debe a su alta capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales (Berlanga y Hernandez,
1999a). Es un paréasito autbnomo que puede crecer o bien como parasito de
insectos o como saprofito, tiene un amplio rango natural de insectos
huéspedes: 204 especies de 7 ordenes (ortdépteros, hemipteros, dipteros,
lepidopteros, dermapteros, himendpteros y coledpteros). ElI hongo es

principalmente un parasito de los coledpteros en la naturaleza.

Metarhizium anisopliae forma conidi6foros simples o agregados, posee conidias
alargadas, ovoides o cilindricas dispuestas en cadenas, originadas de
conidioforos en forma de botella. Las conidias miden de 6 a 8 micras, son verde
olivo, por lo que la enfermedad de los insectos se denomina “muscardina verde”
(Berlanga y Hernadndez 1999a). Tiene dos variedades M. anisopliae var.
Anisopliae con conidios de 3.5 - 9.0 ym de largo usualmente 5.0 - 8.0 ym y M.
anisopliae var. Mayor (Johnston) Tulloch cuyos conidios miden 9.0 — 18.0 um de

largo usualmente entre 10 — 14 um (Berlanga, 2004)
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IV METODOLOGIA

4.1 Preparacion de medios de cultivo.

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que en concentraciones
adecuadas y en condiciones fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los
microorganismos. Estos medios son esenciales dentro del laboratorio de
bromatologia por lo que un control en su fabricacién, preparacion, conservacion
y uso, asegura la exactitud, confiabilidad y reproducibilidad de los resultados
obtenidos. Dichos medios de cultivo, nos serviran para la producciéon de hongos

entomopatdégenos y cultivo de cepas de Metarizium anisopliae.

Para preparar el medio de cultivo (AGAR), se pesaron 65 g. del medio en polvo
para ser hidratado en un litro de agua purificada o destilada para su preparacion
en un matraz erlenmeyer de 1000ml., después de haber pesado y vaciado el
medio de cultivo AGAR, con la ayuda de la parrilla de calentamiento y vibracion
y la mosca para una mejor agitacion, se dejo calentar a unos 400 °C por unos 8
a 10 minutos con agitacion suave hasta el punto de ebullicion hasta alcanzar su
completa disolucion. Es importante evitar el sobrecalentamiento para que el
medio de cultivo no se queme o cristalice evitando asi pérdidas de material,
finalmente a su preparacion se esteriliza el medio de cultivo en autoclave a
121°Cy a unas 15 libras de presién para que el medio de cultivo quede libre de
cualquier contaminante, unas ves que el autoclave a sacado la presion de su

interior se dejar enfriar a una temperatura ambiente el medio de cultivo para su
14



posterior manipulacion y vaciado sobre las placas petri antes esterilizadas y

libres de contaminantes.

Antes de servir en las cajas de petri y tubos de ensayo el medio de medio de
cultivo, se realizé la asepsia del &rea limpiando meticulosamente la mesa de
trabajo de la campana de flujo laminar y después eliminando impurezas
restantes con alcohol prendido a manera de antorcha. Después se colocaron 2
mecheros (uno en cada lado, paralelamente) para por medio del calor eliminar
cualquier impureza proveniente del aire, para servir el medio de cultivo en las
cajas de petri se utilizaron 20ml. del medio y en los tubos de ensayo 10ml., el
vaciado del medio de cultivo siempre se debe de realizar cerca de los mecheros
y procurando toda ves flamear la boca de los tubos de ensayo, asi aseguramos

una menor contaminacion de nuestro medio de cultivo.

Después de 10 minutos se revisé que el medio de cultivo se haya solidificado
para después acomodar las cajas petri de manera tal que queden volteadas
boca abajo, para que si se llegara a evaporar el liquido lo hiciera hacia la misma
muestra y de esta manera no quedaran gotas del liquido sobre la tapa ya que
esto podria ocasionar una posible contaminacion cuando se quisiera sembrar
en la muestra y para evitar la deshidratacién., también los tubos de ensayo son
acomodados acostados de tal manera que se procure tener una pelicula amplia
del medio para ser utilizado en la siembra, y procurando no se derramen al

inclinarlos.
15



El numero de cajas petri y tubos de ensaye preparados con el medio de cultivo
“AGAR” es de 40 tubos de ensaye y 20 cajas petri, para la siembra y produccion
de cepas de hongo Metarhizium anisoplie, ademas de que estos sirvieron para

la realizacion de pruebas para el perfeccionamiento de la técnica.

Figura 1. Preparaciéon del medio de cultivo (AGAR)
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Figura 2. Esterilizacion del medio de cultivo en autoclave.

4.2 Siembra sobre medios de cultivo para la produccion de cepas de
Metarhizium anisopliae.
Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcién de muestra en un
medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y
multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una

temperatura adecuada para el crecimiento.

Al momento de efectuar la siembra en un medio de cultivo siempre es
recomendable seguir las reglas fundamentales que exigen que se efectde en un

medio totalmente aséptico, que los medios de cultivo y el instrumental a utilizar

17



estén totalmente esterilizados, que se realicen solo los manipuleos
indispensables tanto de los instrumentos de trabajo como de los medios de
cultivo a utilizar, que se trabaje fuera de toda corriente de aire ya que esta
puede acarrear esporas de contaminantes externos Yy por ultimo utilizar en todo

momento mecheros y campana de flujo laminar debidamente esterilizados.

Existen varios métodos de siembra con los que se pueden trabajar, para este
trabajo de investigacion el método de siembra que seleccionamos es por estrias
ya que con éste procedimiento se puede conseguir una buena separacion de

las colonias y aislarlas facilmente.

4.2.1 Siembra en tubos de ensaye por estrias.

Antes de sembrar en las cajas de petri y tubos de ensayo, se realiz6 la asepsia
del area limpiando meticulosamente la mesa de trabajo y después eliminando
impurezas restantes con alcohol prendido a manera de antorcha al rededor de
la campana de flujo laminar. Después se colocaron 2 mecheros (uno en cada
lado, paralelamente) para por medio del calor eliminar cualquier impureza
proveniente del aire, se toma la muestra que contiene el hongo a sembrar
(Metarhizium anisopliae), se retira la tapa del tubo, posteriormente se flamea la
boca del tubo y con el asa previamente esterilizada se Introduce en tubo sin
tocar las paredes tomando una pequefia muestra de Metarhizium anisopliae, se
flamea nuevamente la boca del tubo, se tapa y se deja en una gradilla. despues

Tomamos el tubo de ensaye previamente preparado con medio de cultivo y
18



estéril en el cual se va a colocar la muestra, lo destapamos y flameamos la
boca el tubo con el mechero, se introduce el asa hasta el fundo con la muestra
obtenida procurando no tocar las paredes y realizamos movimientos ondulados
sobre el medio de cultivo subiendo lentamente y cuidando no romper el medio
de cultivo, finalmente se retire el asa y se flamea la boca del tubo de ensayo
nuevamente y se tapa con el algodén colocandolo en la gradilla, posteriormente
se calienta el asa en el mechero nuevamente para después de usarla de nuevo

repitiendo la técnica, que para este caso se repitio en 20 tubos de ensayo los

cuales fueron marcados con la fecha y numerados para su control.

Figura 3. Siembra en tubo de ensayo por el método de estrias.
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4.2.2 Siembra en cajas petri por estrias.

La técnica para la siembra en cajas petri es muy similar a la siembra en tubos
de ensaye, pero hay que tener mayor cuidado en la siembra debido a que las
cajas petril son planas la tapa es mas grande, por lo tanto existe mayor riesgo
de contaminacion, por eso se recomienda trabajar siempre cerca del mechero,
de igual forma se toma el tubo que contiene la muestra a sembrar (Metarhizium
anisopliae), se retire la tapa del tubo, posteriormente se flamea la boca del tubo
y con el asa previamente esterilizada se Introduce el asa en tubo sin tocar las
paredes y se toma una pequefia muestra de Metarhizium anisopliae, se flamea
nuevamente la boca del tubo, se tapa y se deja en una gradilla. Tomando la
caja petri de con medio de cultivo AGAR estéril en el cual se va a colocar la
muestra, lo destapamos ligeramente y flameamos la caja cerca del mechero,
colocando el asa en la parte inferior con la muestra obtenida procurando no
tocar otras partes de la placa, seguido realizamos movimientos en estrias sobre
el medio de cultivo hasta llegar al otro extremo de la caja petri, siempre
cuidando no romper el medio de cultivo, después retiramos el asa y se flamea la
parte abierta de la caja petri nuevamente, se tapa y sella de nuevo con cinta
auto adherible o parafina para evitar contaminacion, finalmente se colocan las
cajas sobre la mesa de trabajo, posteriormente se calienta el asa en el mechero
nuevamente para después de usarla de nuevo repitiendo la técnica, que para
este caso se repitio en 20 cajas petri las cuales fueron marcados con la fecha y

numeradas para su control.
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Figura 4. Siembra en cajas petri por el método de estrias.

4.3 Produccion del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae.

Una vez obtenidas las cepas de hongo en la fase de aislamiento e incremento
del hongo se persigue obtener una cantidad adecuada de inoculo que permita
mantener una produccion constante de conidios ademas de ser viables, en
condiciones totalmente asépticas. La cantidad de conidios producidos

dependera de la capacidad de las instalaciones, del rendimiento de la cepa
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producida, del manejo del hongo durante la etapa de incubacién y el control de

factores como la iluminacion y la temperatura (Aleman y Ovalle, 1998).

La produccion de hongos entomopatégenos se basa en la multiplicacion masiva
del hongo y sus estructuras reproductivas. En la presente trabajo de
investigacion se utilizo el método de cultivo sobre soportes solidos en bolsas de
arroz para su produccion masiva, donde se consideraron aspectos como:
Seleccionar el medio mas econdmico y efectivo; evitar la complicacion de la
técnica de produccion del patdgeno; que el patégeno conserve su potencialidad
de germinacién; desarrollo 6ptimo del medio sintético; optimizacion de la
esporulacion y que la elaboracion del biopreparado, no pierda su virulencia

(Berlanga y Hernandez, 1996).

Figura 5. Tubos de ensayo con cepas de hongo Metarhizium anisopliae.
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4.4 Lavado y secado del arroz

El arroz antes de ser embolsado se lavo y se desinfecto preparando en una tina
10 litros de agua destilada con 5ml de antibiético enrofloxacina al 10% y 2.5 ml.
de cloro, sumergiendo el arroz varias veces con una pequefia agitacion con
ayuda de una maya, para que quede totalmente desinfectado y libre de

contaminantes.

Figura 6. Lavado y desinfectado del arroz.

4.4.1 Preparacion de las bolsas con arroz.

se colocaron 200 g. aproximadamente de arroz en cada bolsa, las cuales se
amarran, para evitar que entren contaminantes, dejando la mitad del volumen
de aire. Estas bolsas con el arroz se esterilizaron en autoclave a una presion
constante de 15 libras de presién por 20 minutos. Posteriormente se dejan
enfriar y reposar por 24horas.

23



Figura 7. Preparacion de las bolsas con arroz.

4.4.2 Inoculacion de las bolsas.

Una vez preparadas y esterilizadas las bolsas con arroz se inocularon utilizando
una jeringa estéril inyectandoles 20 ml de la suspension del inoculo por cada
una de las bolsas con arroz, dicha suspensién se preparo con 400 ml. de agua
destilada, 0.5 ml de antibi6tico y 0.1ml de dispersante (tween) en un matraz de
500 ml., posteriormente se tomaron 10 ml de la suspensién para ser vaciados
en un tubos de ensayo que contiene el hongo, posteriormente se tapo y removié
con el fin de homogenizar las suspension y las cepas del hongo contenidas en
el tubo de ensayo, después de inocular las bolsas se sella el orificio de entrada
con cinta adhesiva y se mueven la bolsas para distribuir homogéneamente el
inoculo. es importante mencionar que estos pasos se realizaron en un area

completamente estéril y dentro de la campana de flujo laminar después de
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haberla esterilizado usando algodén impregnado de alcohol puro a manera de

antorcha, pasandola por toda la campana de flujo laminar y rociandola con

alcohol.

Figura 8. Inoculacién en bolsas de arroz.

4.4.3 Traslado a sala de maduracion.

La sala de maduracion debe de tener un fotoperiodo de 14 horas luz, con

temperaturas promedio de 27+ 2 °C las cuales son las condiciones apropiadas
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para el Metarhizium anisopliae, Las bolsas se colocaron sobre papel estraza
alineadas sobre una mesa, el arroz se removido cada 96 horas para romper las
estructuras de micelio en los primeros 12 dias de la siembra y con ello obtener
la mayor cantidad de esporas libres. El tiempo requerido para tener una maxima

cantidad de esporas es de 15 a 20 dias.

Figura 9. Bolsas de arroz inoculadas en la sala de maduracion.

4.4 4 Secado del arroz.

El objetivo del secado es la eliminacién de la humedad del hongo, el contenido
de las bolsas es depositado en bandejas de plastico que se dejan a temperatura
ambiente para que se sequen. El hongo esta listo para cosechar cuando el

arroz tiene una humedad de 4 y 6 %.
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4.4.5 Obtencion de esporas.

Cuando las esporas ya alcanzaron su madurez se encuentran listas para ser
extraidas del arroz. El polvo que se obtiene contiene conidios y micelio mas las
particulas de arroz. La extraccion se realizo de forma manual por tamizado y
frotacion, haciendo pasar el arroz sobre una malla para que este suelte las
esporas cayendo sobre la tina y estas puedan ser recolectadas, cabe
mencionar que para la primera colecta se obtuvo un peso de 306.74 gr.
Cosechado de 24 bolsas de arroz, con un peso aproximado de 200 gr. cada

una, dando un promedio de produccién de 12.78 gr. por bolsa.

Figura 10. Proceso de obtencién de esporas de Metarhizium anisopliae.
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4.5Toma de datos sobre la caracterizacién y viabilidad del hongo

4.5.1 Caracterizacion del hongo Metarhizium anisopliae.

Para llevar a cabo la caracterizacion del hongo se tomaron 10 cajas petri
con cultivo donde se observo a través del microscopio utilizando la lente de
40X y equipo de computo, su crecimiento y caracteristicas que presento en
intervalos de tiempo de 2 horas observando el momento en que el micelio
empieza a desarrollarse para posteriormente presentar una serie de
ramificaciones las cuales empiezan a empatarse entre si, también presentd
hifas cenociticas, lisas, con conidias de diferentes matices de colores desde
el verde oliva hasta verde oscuro, las conidias poseen extremos
redondeados, lisas y agrupadas en cadenas regulares debido a la
agregacion por elongacion de las mismas conidias, lo anterior coincide
como lo descrito por Domsch (1993). El crecimiento fue de manera circular,
lenta, con colonias de 25 mm dato que no coincide con lo reportado por

Domsch (1993), aspecto algodonoso, de textura variable y superficie plana.
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Figura 11. Caracterizacion del hongo Metarhizium anisopliae.

4.5.2 Viabilidad del hongo Metarhizium anisopliae.

La viabilidad de un producto es la medida de la cantidad de estructuras
(conidios) que tengan la capacidad de germinar expresada en porcentaje. El
estandar recomendado para la utilizacion de hongos entomopatégenos como

agentes de control microbiano es una viabilidad >80%.
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La viabilidad de los hongos es facilmente medida; muchos laboratorios que
trabajan con estos agentes de control tienen un método establecido para
evaluar la viabilidad de sus productos. Para evaluar productos a base de
conidios de hongos formulados en polvo o aceites, un método sencillo y
probablemente el mas comun para determinar el porcentaje de geminacion, es
usando una suspension diluida de conidios sembrada sobre medio de cultivo, la
cual es inoculada a una temperatura y tiempo determinados, para contabilizar
bajo el microscopio las esporas viables y no viables. Esta prueba se realiza bajo

condiciones estériles para evitar el crecimiento de contaminantes.

4.5.3 Preparacion de la suspension para el conteo de esporas

Para cuantificar el nimero de conidios por gramo de polvo seco, se peso 1 gr.
de polvo de Metarhizium anisopliae y se vacié en un matraz con 10,000 ml de
agua mas tween (0.05 ml. O 5 gotas aproximadamente) que se utiliza como
separador y las esporas puedan ser contadas facilmente, posteriormente se
coloco en el agitador dejandolo hasta observar que se haya diluido vy

homogeneizado completamente obteniendo un color obscuro.

La suspensién asi preparada contiene el nUmero adecuado de esporas que es

entre 20 y 100 por celda.
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Figura 12. Preparacion de la suspension

4.5.4 Conteo de esporas

Para cuantificar el nimero de esporas por unidad de volumen o peso, se utilizo
el equipo de computo, la cadmara digital LEICA y la camara de neubauer el cual
esta conformado por dos areas de conteo. La suspension es vertida usando una

pipeta transfiriendo 1 o 2 gotas en el portaobjetos de la cAmara cubierta con el
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cubreobjetos de la misma. Cuando las esporas estan suspendidas en agua

rapidamente se precipitan (5 min.) y se puede iniciar el conteo de las mismas.

Figura 13. Colocacion de la suspension sobre la camara de neubauer.

Se utilizaron cinco celdas por area, las cuatro esquinas y el centro; en total se
cuentan el numero total de 10 celdas, cinco del area superior y cinco de la
inferior. Debido a que se cuenta el nUmero de esporas contenido en un volumen
de agua, es necesario seguir un criterio uniforme, asi por ejemplo, se inicia el
conteo por la parte inferior izquierda y se considera que las esporas que estén
tocando la linea en la parte interior o en la parte exterior por el lado izquierdo se
consideran en el coteo, en cambio aun y cuando la espora este por dentro pero

en la parte superior o en el lado derecho no se consideran en el conteo.
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Los conteos fueron los siguientes: Se suman las 10 lecturas (619) y se obtiene
el promedio por celda (61.8); el nimero de esporas, asi determinado, se
multiplica por 25 y obtenemos el numero total de esporas (1,547.5) Si
consideramos que se estimdé el numero es esporas contenidas en la
diezmilésima parte de un mililitro, debemos multiplicar por 10,000 el nimero de
esporas (1,547.5) para obtener la cantidad de esporas por mililitro (5, 750, 000
= 1.54 x 10°). O bien Determinar el nimero de conidias por ml. y el nimero total

de conidias utilizando la siguiente férmula:

Conidias / ml = # de conidias contadas x 25,000 x factor de dilucién
Conidias total = conidias / ml x Vol. de la suspension original de conidias.

(Cafiedo y Ames, 2004)

Figura 14. Conteo de esporas con equipo de computo LA EZ y caAmara digital
LEIKA.
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Figura 15. Vista de las esporas en la camara de neubauer.
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V RESULTADOS

Gracias al trabajo realizado en el laboratorio de control biolégico del Instituto
Tecnologico de la Zona Maya pudimos obtener como resultado tres puntos
importantes para la produccion comercial y el uso exitoso de hongos

entomopatdégenos como agentes de control de insectos.

Primero el aislamiento del hongo seleccionado (Metarhizium anisopliae) para
produccion masiva presento un crecimiento rapido y abundante esporulacion
debido a las condiciones favorables que se mantienen en el laboratorio, también
bajo pruebas de viabilidad se estimo que el hongo producido en el laboratorio

presento patogenesidad suficientemente alta 80%.

Segundo, los costos de produccién fueron minimos lo que lo hace una
alternativa viable muy importante econémicamente, esto se logra gracias a que
se desarrolla en un medio simple, barato y disponible en cantidades suficientes,
a la vez que requiere un procedimiento de produccién facil y con un minimo de

labor.

Tercero, el producto puede ser conservado para su almacenamiento por largo
tiempo sin pérdida significativa de su viabilidad, por lo que puede ser
convenientemente formulado para su aplicacion como agente regulador de

plagas.
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VI. CONCLUSIONES

Actualmente los biopesticidas son productos que pueden integrarse a las
estrategias de manejo de insectos plaga, debido a que son seguros desde el
punto de vista de proteccion ambiental, porque no son contaminantes y ademas
tienen un bajo impacto sobre otros insectos no blancos y sobre el ambiente.
Estos pueden favorecer la biodiversidad en areas naturales o seminaturales,
pueden evitar la presién del publico en ciertos cultivos que deben cumplir con
altos estandares ecoldgicos y toxicoldgicos, pueden ser utilizados en sustitucion
de aplicaciones de insecticidas no satisfactorios, en situaciones donde baja
toxicidad a mamiferos es crucial, donde la preservacion de otros enemigos

naturales es importante.

En México ha crecido el interés, y la tendencia actual por el control biolégico
debido a factores como encarecimiento de los insecticidas, resistencia de los
insectos plagas a los productos quimicos, residualidad en los productos
agricolas de exportacion, ideas conservacionistas del medio ambiente y
profesionistas especializados en esta tecnologia han influido en este cambio.
Otro factor que ha impactado es el crecimiento de areas de cultivos organicos,
pero aun se necesita de una mayor promocion de sus bondades para fomentar

su empleo.
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Los avances sobre aspectos epizootiolégicos, producciéon masiva por métodos
alternativos, que son faciles de implementar y que implican bajos costos de
inversion, los métodos de aplicacion, formulacion y mecanismos de patogénesis
sugieren un futuro prometedor para los hongos entomopatégenos en el control
de plagas insectiles, sin embargo, difieren de los agroquimicos en diversos
aspectos; en primer lugar estos estan formulados con organismos vivos, por lo
gue aun existen problemas estabilidad y almacenaje, las formas granulados y
polvo humectable son las que mayor éxito han tenido en la presentacioén de este
tipo de producto, pero se necesita un mayor esfuerzo en investigaciones en
esta linea a fin de obtener formulaciones de mayor estabilidad, porque para que
estos puedan ser utilizados ampliamente en la agricultura como una estrategia
viable, deben ser productos, estandarizados, tener alta persistencia en
almaceén, alta eficacia y faciles de usar, ademas, su uso como agentes de
control puede ser totalmente diferente de los agroquimicos que pretenden
reemplazar. La aplicacion de conidias produce una respuesta que es diferente a
los insecticidas, ya que todas las dosis parecen matar; por lo que es mas

conveniente medir el tiempo que tarda en matar que los niveles de dosis letal.

Es muy probable que los micoinsecticidas tengan éxito si se desarrollan como
productos para mercados pequefios 0 como para resolver problemas
especificos de plagas, mas bien que como plaguicidas de amplio espectro que

compitan directamente con los plaguicidas establecidos en el mercado.
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Es necesario para llevar a cabo programas de control de insectos con hongos
entomopatdégenos, tener un buen conocimiento sobre la seleccion de los
aislamientos y técnicas de bioensayos, para seleccionar razas patogénicas y

virulentas adaptadas a condiciones ecoldgicas especificas.

La utilizacion masiva de los entomopatdgenos requiere aun de muchos
esfuerzos, si bien es cierto, que existen productos comerciales y la
investigacion ha avanzado con relacion al mejor conocimiento de la bioactividad
controladora de estos microorganismos, el desarrollo de estos agentes e
investigaciones de su uso esta empezando a asumir un papel importante en el

campo de la agricultura sostenible.

La aplicacion de los biocontroles junto a otros métodos alternativos permitira
lograr buenos rendimientos de las cosechas sin perjudicar al ecosistema, desde
hace mucho tiempo, quienes fomentan los programas MIP, han creido en la
utilidad de los entomopatégenos en una linea de control microbial, por lo que
las preocupaciones sobre los entomopatégenos y su empleo en el MIP, deben
cubrir no solo la posibilidad de acceder a las formulaciones comerciales y su
adecuado manejo, tiene que considerarse que en forma natural los patdgenos

de insectos actlan y deben preservarse.

Los avances de la ingenieria genética podran ademas en el futuro, mejorar los
entomopatdgenos y crear razas de mayor impacto en las poblaciones plagas.
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VIII GLOSARIO

Abidtico (Abiotic) No viviente.

Anamorfo.- es el estado asexual, conidial o imperfecto de un hongo, que
produce sus esporas por mitosis, no incluye cariogamia o meiosis.

Asca o asco.- (Ascus) ceélula en forma de saco o bolsa que generalmente
contiene un numero definido de ascosporas (tipicamente ocho) que se
forman por comudn después de la cariogamia y la meiosis, las ascas son
caracteristicas de los ascomicentes, originan esporas endoégenas.

Asexual.- (Asexual) en los hongos el tipo de reproduccion que no involucra
la cariogamia y meiosis; también se denomina multiplicacién vegetativa.
Basipeta.- (Basipetal) se refiere a lo que se desarrolla a partir del apice
dirigiéndose hacia la has es decir, que el grado de crecimiento es tanto
mayor cuando mas alejado se encuentra de la base, por ejemplo: en una
cadena de conidios con sucesion basipeta, el conidio que esta en la base es
el mas joven, y el de reciente formacion.

Catenulado.- (Catenulate) que forman una cadena o semejan a ella.
Colonia.- (Colony) grupo de individuos de la misma especie que viven en
estrecha asociacion; en hongos, el termino se refiere, generalmente, al
conjunto de hifas o células que en gran numero crecen, con manifiestas
relacion entre si, a partir de un punto, para formar un talo que presenta una

morfologia caracteristica de la especie.
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8. Conidio.- (Conidium pl. Conidia) también se le llama conidiospora; espora
asexual, no movil, generalmente formada en el apice o en un lado de una
célula esporogena especializada. Los conidios pueden ser uni, bi, o
pluricelulares; secos 0 mucosos, pero nunca de producen dentro de alguna
estructura con pared celular rigida o periodo, como sucede con las
esporangiosporas. Los conidios son las estructuras asexuales de los
deuteromicetes, ascomicetes y basidiomicetes y se pueden generar de novo
(la mayoria) a partir de células hifales preexitentes.

9. Conidiéforo.- (Conidiophore) hifa simple o ramificada, que se diferencia de
una somatica y produce y sustenta conidios; estos son generados en células
especializadas denominadas conidiégenas, que pueden disponerse de
manera muy diversa.

10.Deuteromicetes.- también denominados Fingi Inmperfecti u hongos
imperfetos por carecer de reproduccidén sexual tipica; en las clasificaciones
modernas, este grupo de hongos, antes considerados como una sola clase
taxondmica, corresponde a la subdivision Deuteromycotina.

11.Entomopatogenico.- Capaz de causar una enfermedad a un insecto.

12.Espora.- (spore) pequefia unidad de propagaciéon, unicelular o pluricelular,
asexual o sexual, mévil o inmdévil, que funciona como una semilla, aunque
difiere de esta dltima porque una espora no contiene un embrién

preformado.
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13.Esporulacion.- es el método mas frecuente de reproduccion de los h9ngos,
que constituyen en la produccion de esporas asexuales de muy diversos
tipos.

14.Estroma.- (Stroma) masa compactada de hifas somaticas, constituidas de
plecténquima, sobre la cual o dentro de la cual se producen comunmente
hifas fértiles que generan érganos reproductores.

15.Hialino.- (Hyaline) transparente o incoloro, como si fuera de cristal o al
menos diafono.

16.Hifa.- (Hypha) filamento tubular quepresenta la unidad estructural de la
mayoria de los hongos; puede ser cenocitico o septado.

17.Hongo.- (Fungi) organismo eucaribtico, acrorofilo, heterotrofico y casi
siempre productor de esporas; su talo varia de ameboide o plasmodial a
unicelular o filamentoso.

18.Medio de cultivo: Composicién nutritiva empleada para el crecimiento y
multiplicacion de los microorganismos (hongos, bacterias).

19.Microconidios.-  (Microconidium)  conidios pequefios, generalmente
unicelulares, que en algunos Hyphomycetes funcionan como esporas
asexuales y en ciertos Euascomycetes, ademas de esta funcion, puede
comportarse como espermacios en la reproduccion sexual.

20.Patogenicidad.- Capacidad de producir una enfermedad; virulencia.

21.Patogeno.- Microorganismo capaz de causar una enfermedad a otro
organismo.

22.Patotipo.- Variedad, cepa o seriotipo de un patdégeno
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23.Peridio.- Cubierta sobre la masa de esporas de un cuerpo fructifero.

24. Septicemia.- Multiplicacion de un microorganismo en la sangre o hemolinfa.

25.Septo.- (Septum) pared transversal en una célula o en una hifa; los ceptos o
tabigues se forman por crecimiento centripeto de la pared celular, y se
presentan con cierta regularidad espacial en los micelios septados.

26.Sinema.- (Synnema) conjunto de hifas que forman un cordon miceliano, o
haz de conidioforos que constituye una estructura erguida productora de
esporas.

27.Zoospora.- (Zoospore) espora de origen asexual, Flageladas vy, por

consiguiente, moéviles; caracteristicos de los hongos acuéticos.
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