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Resumen

La garrapata (Rhipicephalus microplus) es la principal especie parasitaria en el ganado bovino,
especialmente en las razas lecheras. Ante el problema que representa el uso de quimicos y la
resistencia a los mismos, la utilizacion de hongos biocontroladores es una excelente estrategia
para el control de garrapatas; sin embargo, existen estudios de produccién masiva de
bioformulados basandose solo en sustratos base, razén por la cual, al afiadir suplementos
nutricionales (Harina de palmiste, Harina de quinoa, Levadura de cerveza y Leche en polvo) se
podria reducir recursos y maximizar la produccién de conidios. La presente investigacion
pretende evaluar formulaciones sélidas para la produccion de conidios de Beauveria spp. e
Isaria spp. y la susceptibilidad en R. microplus en laboratorio, para ello se disefiaron dieciocho
formulaciones combinadas con arroz y cebada. Las variables de calidad microbioldgica fueron
procesadas de acuerdo a un ADEVA y un Test de Tukey (0,05%), con el fin de garantizar su
eficiencia en campo, ademas se contrasté su costo/beneficio. Los resultados mostraron
diferencias significativas para la produccion de conidios, el mejor tratamiento fue el T6, cuya
formulacion consistié en 2,5% Levadura de cerveza, 97,5% arroz + Beauveria spp. con una
concentracion de 6,9 x 10° conidios/g. En cuanto al porcentaje de germinaciéon de conidios a las
16 horas, el mejor tratamiento fue el T25 (5% Levadura de cerveza, 95% arroz + Isaria spp.)
con un 82,5% de germinacion. La mayor concentracion de unidades formadoras de colonia
(UFC) fue de 2,64 x 10'° UFC/g para el T6. En cuanto al porcentaje de pureza no mostré
diferencias significativas para los 36 tratamientos. El andlisis costos-beneficio determin6 que el
T6 represento una ganancia de $2,10 por cada ddlar invertido. La prueba de susceptibilidad en
larvas de garrapatas con las cepas de Beauveria spp. no resulté patogénica por la falta de
reactivacion, no obstante, existié una correlacion positiva, a mayor concentracion de conidios
mayor porcentaje de mortalidad.

Palabras clave: Beauveria, Isaria, Bioformulados, Rhipicephalus microplus,

Concentraciéon de conidios
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Abstract

The tick (Rhipicephalus microplus) is the main parasitic species in cattle, especially in dairy
breeds. Given the problem that the use of chemicals and resistance to them represents, the use
of biocontrol fungi is an excellent strategy for tick control. however, there are studies of mass
production of bioformulated based only on base substrates, which is why, by adding nutritional
supplements (palm kernel flour, quinoa flour, brewer's yeast and powdered milk) resources
could be reduced and production maximized of conidia. This research aims to evaluate solid
formulations for the production of conidia of Beauveria spp. and Isaria spp. and susceptibility in
R. microplus in the laboratory, for which eighteen formulations combined with rice and barley
were designed. The microbiological quality variables were processed according to an ADEVA
and a Tukey Test (0,05%), in order to guarantee their efficiency in the field, and their
cost/benefit was also contrasted. The results showed significant differences for the production of
conidia, the best treatment was T6, whose formulation consisted of 2,5% Brewer's yeast, 97.5%
rice + Beauveria spp. with a concentration of 6,9 x 10° conidia/g. Regarding the percentage of
germination of conidia at 16 hours, the best treatment was T25 (5% Brewer's yeast, 95% rice +
Isaria spp.) with 82,5% germination. The highest concentration of colony forming units (CFU)
was 2,64 x 101° CFU/g for T6. Regarding the purity percentage, it did not show significant
differences for the 36 treatments. The cost-benefit analysis determined that T6 represented a
profit of $2,10 for every dollar invested. The susceptibility test in tick larvae with Beauveria spp.
it was not pathogenic due to the lack of reactivation, however, there was a positive correlation,
the higher the concentration of conidia, the higher the percentage of mortality.

Key words: Beauveria, Isaria, Bioformulated, Concentration of conidia, Rhipicephalus

microplus concentration of conidia
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Capitulo |
Introduccion

En los dltimos diez afios, ha sido de gran importancia para la comunidad cientifica,
buscar formas de preservar el ambiente y evitar el desbalance ecolégico al introducir
sustancias nocivas. Por este motivo se exploro la incorporacion de hongos entomopatégenos
por los beneficios que traeria al sector ganadero como controladores de garrapatas, estos son
de aplicacion sencilla y menos costosa (Pucheta, 2006).

El crecimiento y desarrollo de los hongos esta limitado principalmente por condiciones
medioambientales adversas, especialmente: radicacion solar, baja humedad y altas
temperaturas (Gongaras, Marin, & Benavides, 2009). Las unidades de reproduccion de los
hongos son llamadas esporas o conidios, que usualmente son las que infectan a los insectos.
El proceso de infeccion comprende tres etapas: 1. Adhesion y germinacion de conidios a la
cuticula del insecto y germinacion; 2. Penetracién de la cuticula del insecto; 3. Colonizacion del
hongo en el interior del insecto, que generalmente termina en la muerte (Padilla, 2017).

Las infestaciones de garrapatas producen el mayor problema global de ectoparasitos en
ganado de regiones tropicales y subtropicales, provocando grandes pérdidas econémicas en la
produccion bovina. El control de R. microplus se basa principalmente en el uso de ixodicidas;
sin embargo, su uso irracional ha propiciado la aparicion de resistencia en las principales
familias de este derribante (Rodriguez, et al., 2014).

La produccién de hongos entomopatégenos para el control de plagas implica una
amplia investigacion que involucra disciplinas como: Patologia, Ecologia, Genética y Fisiologia,
ademas de técnicas para la produccidon masiva, formulacién y estrategias de aplicacion
(Rodriguez, et al., 2014).

De acuerdo a Merino (2017), el uso de aditivos podria mejorar la germinacion y la
produccion de conidios; sin embargo, se necesitan sustratos base sélidos adecuados para

potencializar su concentracion, ademas contrastar el Costo/Beneficio, que es una limitante para
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la produccion en masa de Beauveria spp. e Isaria spp. La comprension de las necesidades
nutricionales de los entomopatégenos, es otro factor esencial para su produccién. Los cereales,
son los sustratos naturales mas adecuados para el crecimiento del micelio superficial y la
produccién de conidios en hifas aéreas (Rodrigez, y otros, 2017).
Objetivos
Objetivo General

Evaluar formulaciones sélidas para la produccion de conidios de Beauveria spp. e Isaria
spp. Yy la susceptibilidad en Rhipicephalus microplus en laboratorio.
Objetivos especificos

Determinar el efecto en la produccién de conidios de Beauveria spp. e Isaria spp.
adicionando suplementos nutritivos al sustrato base (Arroz y Cebada)

Realizar pruebas de susceptibilidad con Beauveria spp. a larvas de garrapatas
(Rhipicephalus microplus) en fase de laboratorio.

Conocer la relacién Costo/Beneficio de los diferentes tratamientos para la produccion de
conidios de Beauveria spp. e Isaria spp.
Hipotesis

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas entre formulaciones sélidas
para la produccién de conidios de Beauveria spp. € Isaria spp.

Ha: Al menos existe una diferencia estadisticamente significativa entre formulaciones

solidas para la produccion de conidios de Beauveria spp. e Isaria spp.
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Capitulo 1l
Marco tedrico
Antecedentes

Entre los hongos entomopatdégenos mas conocidos esta Beauveria spp. e Isaria spp.
estos géneros se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo y que forma parte de los
entomopatdgenos mas destacados, debido a su capacidad de infectar a mas de 200 especies
de nueve 6rdenes de insectos (Zimmermann, 2007).

Estos hongos han sido aislados, cultivados y ensayados en laboratorio para el control
de garrapatas (Rhipicephalus microplus). Es importante comprender los aspectos basicos del
desarrollo de los hongos entomopatégenos y tener un conocimiento detallado de los
requerimientos nutricionales para su crecimiento y esporulacién, esencial para emprender su
produccion masiva y facilitar su comercializacion (Fernandez, 2020).

El presente trabajo de Integracién Curricular es con el interés de producir y evaluar los
hongos Beauveria spp. e Isaria spp. en la Estacion Experimental Santo Domingo del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias, con la finalidad de su aplicacion en laboratorio,
para la produccién masiva de hongos entomopatégenos usando sustratos so6lidos como el
grano de arroz (Oryza sativa L.) y cebada (Hordeum vulgare) mas suplementos (Harina de
palmiste, harina de quinua, levadura de cerveza y leche en polvo), para mantener las
condiciones fisicas con una adecuada superficie efectiva para el crecimiento micelial tomando
en cuenta el balance nutricional y algunas condiciones especificas acordes a los
requerimientos del aislamiento en términos de aireacion y humedad, para asi poder realizar la
valoracion de los parametros, como el nUmero de conidios, utilizando blastosporas como pre-
inoculo sobre diferentes formulas solidas, especificamente cereales mas suplementos de bajo

costo comercial.
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Fundamentacion
Los Hongos Entomopatbégenos

Son una agrupacion especial de microorganismos que habitan en el suelo, que
biocontrolan insectos y otros artropodos a través de la penetracion de la cuticula; aunque se
aislan principalmente de los cadaveres de sus victimas, su habitat natural es el suelo
(Mantzoukas, Kitsiou, Natsiopoulos, & Eliopoulos, 2022). Los hongos entomopatégenos no
forman un grupo monofilético; hasta el momento, se han reportado 12 especies de Oomycetes,
65 especies de Chytridiomycota, 339 especies de Microsporidia, 474 especies de
Entomophtoromycota, 238 especies de Basidiomycota y 476 especies de Ascomycota (Litwin,
Nowak, & Rézalska, 2020).

Sin embargo, la mayoria de los hongos que contribuyen a la regulacién natural de estas
poblaciones son de los 6rdenes Hypocreales y Entomophthles. Estos ultimos son dificiles o
imposibles de producir en masa y, por lo tanto, no se han producido comercialmente ni se han
aplicado a gran escala. En contraste, varias especies de Hypocreales estan comercialmente
disponibles para el control de plagas de acaros e insectos; algunos de estos pertenecen a los
géneros Beauveria, Metarhizium, Isaria, Aschersonia, Hirsutella y Lecanicillium (Robles, y otros,
2019). La patogénesis de estos microorganismos, requiere la participacion de varios agentes
infecciosos, entre los que se destacan: las adhesinas, metabolitos secundarios y las enzimas
liticas (Litwin, Nowak, & Roézalska, 2020).

Factores que determinan efectividad de hongos Entomopatégenos

La eficacia de las esporas fangicas requiere una concentracion critica para provocar la
infeccion y la mortalidad de los insectos. La alta densidad de esporas aumenta las posibilidades
de enfermedades de los insectos mediante la produccion de propagulos infecciosos
adecuados. Las cepas fangicas virulentas deben ser compatibles con el insecto huésped
objetivo, lo que se basa en parte en la capacidad del patégeno para detectar y conquistar la

barrera defensiva del huésped. Los factores ambientales también afectan la interaccion



20

huésped-patogeno, lo que influencia sobre la capacidad del patégeno para inducir la
enfermedad. Las cepas que sobreviven bien en el campo son ecol6gicamente aptas y pueden
penetrar efectivamente en un huésped (Qayyum et al., 2021). En la tabla 1, que se presenta a
continuacion, se muestran los factores ambientales que determinan la patogenicidad del hongo:

Tabla 1

Factores ambientales que determinan la patogenicidad de los hongos entomopatégenos.

Factores Descripcion

Las cepas de ambientes mas calidos
funcionan mejor a temperaturas mas altas,
Temperatura ] ] i .
mientras que las de climas mas frios
funcionan mejor a temperaturas mas bajas.
Juega un rol fundamental en la dispersion de
o los conidios; sin embargo, cuando son fuertes
Precipitacion o ]
pueden eliminar grandes cantidades de
esporas.
La viabilidad de conidios es inhibida por los
Radiacion solar rayos solares UVA (320 — 400 nm) y UVB (290
— 320 nm).
Se requiere de una humedad > 96 % para que
Humedad germinen las esporas y se produzca el

desarrollo micelial.

Nota: La tabla presenta los diferentes pardmetros ambientales que influyen sobre el efecto
patégeno de los hongos. Adaptado de Qayyum et al. (2021).

Necesidades nutricionales de los hongos entomopatégenos

Los sustratos estdn conformados por biomoléculas, y estos a su vez de macro y micro
elementos, los mismos que involucran la interaccion huésped patégeno y estos son
responsables del crecimiento del micelio y produccion de conidios (Merino, 2017).

Para la produccion industrial de hongos entomopatégenos, la relacién carbono

nitrégeno es uno de los parametros mas criticos, la cual afecta directamente a la esporulacion,
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crecimiento de conidios y su patogenicidad en el sustrato que se cultiva (Mustata & Gurvinder,
2009).

Para considerar un sustrato como idéneo para produccién de conidios de una cepa
aislada de un entomopatdgeno, debe tener una alta productividad y rendimiento, lo cual
depende del alto contenido de carbohidratos, nitrégeno, microelementos, vitaminas del
complejo B y una concentracion de iones necesarios para el crecimiento, esporulacion y
patogenicidad duradera (Fernandez, 2020).

Beauveria bassiana

Se ha demostrado que este hongo perteneciente al phylum Ascomycota, clase
Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Cordycipitaceae. Beauveria es un es un patégeno
de insectos generalista, anomérfico y cosmopolita que cominmente se encuentran en la
rizosfera de los suelos formando relaciones complejas con las plantas. Pueden ser saprétrofos
0 enddfitos (25 especies) de raices, hojas y tallos en plantas, ademas se ha demostrado que
contribuyen con la aportacién de nitrégeno en vegetales, que se asimila durante la parasitacion
del insecto (Litwin et al. 2020). Esta especie se puede desarrollar mejor en rangos de
temperatura que van de 25 a 30°C (Qayyum, Bilal, Naeem, Ali, & Raza, 2021)

Caracteristicas morfoldgicas

B. bassiana generalmente aparece como un crecimiento algodonoso o harinoso, blanco
y suelto, que a veces envuelve completamente al insecto. Los conidiéforos forman conidios
compactos, de color blanco cremoso. El hongo crece mas rapidamente en medios artificiales
donde produce un tipo de crecimiento algo mas esponjoso que, sobre el tegumento de algunos
insectos y acaros, puesto que requiere de condiciones de temperatura y humedad adecuadas
(Irving, 2012). El género Beauveria a nivel microscopico puede observarse como un micelio
septado, con conidi6foros simples 0 en agrupacién por su ramificacion, los cuales varianen 1 a

2 micras de didmetro y 2 a 3 micras de largo; a partir de estas se originan los conidios hialinos
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en forma redonda y ligeramente ovalada, estas suelen medir de 2 a 3 micras (Chiriboga,
Gomez, & Garcés, 2015).

Proceso de infeccion

Las esporas de Beauveria se caracterizan por su resistencia a las alteraciones
climéticas extremas; durante la etapa infectiva del ciclo de vida, las esporas producen la
infeccién de forma directa atravesando piel del insecto. En condiciones favorables el conidio
adherido a la cuticula del huésped, crece y secreta enzimas que atacan y disuelven la cuticula,
permitiendo asi atravesar la piel y crecer dentro del cuerpo del huésped. Cuando el hongo se
encuentra dentro del insecto o artropodo, empieza a secretar una toxina llamada “beauvericina”
gue debilita su sistema inmunolégico. Después de que el individuo parasitado muere, se
produce un antibiético (oosporeina) que permite que el hongo supere a las bacterias
intestinales. Finalmente, toda la cavidad del cuerpo se llena de masa fungica. Si las
condiciones son éptimas, el hongo crecera a través de las partes mas blandas del cuerpo del
insecto, produciendo el aspecto caracteristico de "floracion blanca". La humedad relativa debe
ser del 92% o mas para que B. bassiana crezca fuera del insecto. Estas hifas externas
producen conidios que maduran y se liberan al medio ambiente, completando el ciclo. Ademas
de parasitar, B. bassiana puede colonizar plantas de maiz y tiene la capacidad de vivir en el
tejido vascular de ciertos cultivares de maiz como enddfito (Irving, 2012).

Conforme a Merino (2017) los conidios de B. bassiana germinan a una temperatura de
25-30°C, con un pH 6ptimo de crecimiento localizado entre el rango de 5,7 a 5,9; sin embargo,
para llegar a la fase de produccion de los conidios se necesita un lapso de 7 a 9 dias y para
visualizarlo como una masa algodonosa, se requieren de 15 dias.

Isaria spp.

Isaria es un género que pertenece a la clase ascomycota del orden Sordariomycetes y

la familia Cordycipitaceae. Algunas especies de mayor relevancia relacionadas con este género

estan I. fumosorosea I. tenuipes, e I. farinosa puesto que, han demostrado ser potentes
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agentes de control biolégico para insectos; sin embargo, solamente la especie |. fumosorosea
se ha establecido como un ingrediente activo de interés comercial (Narcizo, 2012).

Caracteristicas morfoldgicas

La coloracion de los hongos de este género, es amarillenta, con hifas septadas y de
paredes finas. Gran parte de estos micelios, son ramificados de forma verticiliar o de manera
regular; la parte terminal de sus ramas se destaca por la formacion de fidlides, aunque también
pueden encontrarse de manera solitaria; que se encuentran segmentadas en una zona basal o
hinchada, que se adelgaza de forma abrupta hasta formar un cuello prominente. Los
conifiéforos por su parte, estan formados por cadenas de conidios hialinas, de una sola célula
ovoide (Narcizo, 2012).

Proceso de infeccion

Las esporas de Isaria spp. al iniciar el contacto con la cuticula del huésped, inician su
adhesion que poco a poco le permiten penetrar la pared de forma directa para iniciar la
germinacion de los conidios (formacién de tubo germinativo); aunque también puede ocurrir a
través de un apresorio en conjunto con la produccién de enzimas (quitinasas, proteasas,
lipasas). Posterior al desarrollo del hongo, las toxinas liberadas provocan el deceso del
individuo. En |. fumosorosea se ha descubierto que, su adhesién ocurre en la parte dorsal del
huésped, donde posteriormente el tubo germinativo penetra y luego de un dia las hifas se
pueden divisar en homocele (Narcizo, 2012).
Medios de cultivos para aislar hongos entomopatégenos

Agar — Agar

Es un componente solidificante vegetal de origen marino usado en la preparacion de los
medios de cultivo. Estd compuesto por un polisacarido no ramificado, que es obtenido a partir
de la pared celular de varias especies de algas que pertenecen a los géneros: Gracilaria,
Gelidium y Euchema. El agar, atraviesa por un proceso de licuefaccion que es llevado a

temperatura de ebullicion y posteriormente, se solidifica cuando se enfria; existen ciertas
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excepciones donde su efecto no resulta, tal es el caso de la produccién de bacterias, ademas
no es atacado por aquellas que crecen en él (Merino, 2017).

Formulacion de hongos entomopatdgenos

Estas formulaciones, corresponden a la mezcla del ingrediente activo, en conjunto con
los materiales inertes como solventes, emusificantes que le protegen durante la aplicacion,
evitando la sedimentacion y grumos que tapen las boquillas del aspersor, es por ellos que uno
de los factores clave para el efecto positivo del control biolégico, depende de las formulaciones
gue se implementan para el ingrediente activo (IA). Existen productos a base de Beauveria spp
e Isaria spp, sin embargo, existe literatura del gran potencial de la misma pero en campo es de
baja efectividad, por lo que es importante estudiar los factores que determinan su efectividad y
aumentar su potencial como producto viable, es por ello, que el material con el que se mezclan
los (HE) deben proteger a las esporas y no afectar su actividad, ademas de que estos
componentes otorguen una vida de almacenaje y posea las caracteristicas para atraer a la plaga
(Mejia, 2018).
Sustratos soélidos arroz y cebada

Existe una amplia variedad de cereales, entre ellos se encuentran, el arroz (Oryza sativa.
L), la cebada (Hordeum vulgare), el maiz (Zea mays L.), la avena (Avena sativa) y el trigo
(Triticum spp). Sin embargo, en la actualidad los granos mas utilizados en la produccién en masa
de los conidios aéreos en los hongos Hypocreales son el arroz y el maiz (Merino, 2017).

El arroz (Oryza sativa L.) y la Cebada (Hordeum vulgare), son los sustratos mas
usados para la produccion masiva de hongos entomopatdégenos, porque mantiene
caracteristicas fisicas ideales, como la superficie efectiva para el crecimiento micelial, un
adecuado balance nutricional y condiciones especificas acordes a los requerimientos del

aislamiento en aireacién y humedad (Madrigal, 2007).



Tabla 2

Composicién Quimica del Arroz (Oryza sativa L.)

Tabla 3

Arroz grano entero Contenido/100g
Agua % 13,00
Calorias 360
Proteinas g 6,8
Grasas g 0,70
Carbohidratos g 78,90
Almidon, Fibra g 0,20
Cenizas g 0,60
Calcio mg 6,0
Hierro mg 0,80
Fésforo mg 1,40
Tiamina mg 0,12
Cobre mg 0,4
Zinc mg 51
Fe mg 3,7
Riboflavina mg 0,03
Niacina mg 15

Nota. Fuente (Hernandez & Villanova, 2010).

Composicién Quimica de la Cebada (Hordeum vulgare)

Cebada grano entero Contenido/100g
Agua % 9,44
Calorias 354

25
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Proteinas g 21,48
Grasas g 2,30
Carbohidratos g 73,48
Almidoén, Fibra g 17,3
Cenizas g 0,10
Calcio mg 33
Hierro mg 3,60
Fésforo mg 264
Tiamina mg 0,65
Riboflavina mg 0,28
Niacina mg 4,60

Nota. Fuente: Carbadillo (2022).

Suplementos nutritivos

Los suplementos nutritivos, se emplean en el laboratorio y la industria para el
crecimiento del hongo entomopatdégeno; por lo que, es preciso el control de la poblacion celular
y el conocimiento de cdmo se reproducen. Asi mismo, las condiciones abibticas que necesitan
y los requerimientos nutricionales son indispensables al momento de disefiar métodos de
control para el crecimiento masivo microbiano. Los principales requerimientos nutricionales
para la produccion de los conidios son: el carbono, el fésforo y las fuentes de nitrégeno.
Conjuntamente una adecuada temperatura, pH, actividad del agua y el intercambio los gases
(CO2y 02). Existen varios medios, los mas comunes son: los liquidos, el agar y las FES. La
relacion carbono-nitrégeno (C: N) en el medio o sustrato sélido es uno de los parametros mas
criticos para aumentar la produccién de los conidios, porque afecta en gran medida el

crecimiento del hongo y la esporulacion (Kruger, 2008).
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Tabla 4

Composicién Quimica de la Leche en Polvo.

Parametros Contenido/100g
Proteina g 24,90
Humedad 2,51
Grasa g 29,42
Ceniza g 5,40
Carbohidratos 37,27
Nota. Fuente: Polit (2013).
Composicién Quimica de la Harina de Quinoa
Parametros Contenido/100g
Proteina g 16,3
Grasa g 4,7
Carbohidratos g 76,2
Fibra cruda g 4,5
Cenizas g 2.8
Cobre mg 5.1
Zinc mg 4.4
Fe mg 13,2
Energia (Kcal/100 399

Nota. Fuente: Romo et al. (2006)



Tabla 6

Composicién Quimica de la Harina de Palmiste.

Parametros Contenido/100g
Proteina g 15
Grasa g 1,5
Carbohidratos g 60,48
Fibra cruda g 18
Cenizas g 4,45
Energia (Kcal/100 399

Nota. Fuente: Pacheco (1996).

Tabla 7

Composicién Quimica de la levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae L.).

Pardmetros Contenido/100g
Proteina g 46

Humedad 8,2

Grasa g 58
Carbohidratos g 6,8

Fibra cruda g 5,0

Cenizas g 7,2

Vitamina B Biotina y ac.félico
Hierro mg 20

Zinc mg 5,2

Cobre mg 3.6

Energia (Kcal/100

269

Nota. Fuente: Fedna (2011).
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Garrapata (Rhipicephalus microplus)

Este artrépodo se distribuye ampliamente en las regiones del tropico y subtropico en el
planeta. Pertenece a la clase aracnida, de la familia Ixodidae, del género Ripicéfalo. Es una de
las principales limitantes en el manejo de ganado bovino, ya que reduce el incremento de peso,
asi como la produccion lechera (Almazan, y otros, 2010). En Ecuador este tipo de garrapata
perjudica la economia bovina en un 75% a nivel nacional; puesto que, se encuentra distribuida
ampliamente desde los 0 hasta los 2600 msnm (Rodriguez, et al., 2017).

La garrapata del ganado R. microplus coevolucion6 con los bovinos asiaticos (razas
cebu) y debido a la migracion global de B. t. taurus se reproduce en Europa para la produccién
lechera durante los siglos XVIII y XIX, esta garrapata se extendio por las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. Actualmente, R. microplus se considera un complejo de especies, en
el que existen diferencias geogréficas reconocidas entre los 5 clados, incluidos los 3 clados de
R. microplus (A, By C), asi como R. australis y R. annulatus. Cada taxén transmite tanto
anaplasmaosis como babesiosis y cada uno tiene un ciclo de vida parasitario en el ganado
bovino de ~21 dias. Las garrapatas del ganado se sienten atraidas por sus huéspedes a través
de estimulos como el diéxido de carbono, la temperatura, las vibraciones, los estimulos
visuales y el olor (Tabor, et al., 2017). La garrapata R. microplus tiene una fuerte preferencia
por el ganado bovino Bos taurus taurus sobre el bovino Bos taurus indicus altamente resistente
(Biegelmeyer, et al., 2015).

Las garrapatas se han ido adaptando a una existencia de caracter hematéfaga luego de
gue el sistema hemostético de los animales vertebrados evolucionara hacia un sistema de
defensa de capas multiples en contra de las invasiones extrafias (patégenos y ectoparasitos),
la pérdida de sangre y las respuestas inmunitarias. Estos artropodos evolucionaron al
desarrollar la capacidad para suprimir el sistema inmunitario del huésped vertebrado con un

impacto devastador, en particular para el ganado exético y mestizo (Tabor, et al., 2017).
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Ciclo biolégico

En cuanto al ciclo de vida de este ectoparasito, existe dos fases: la parasitaria que se
caracteriza por la succién de sangre del huésped; y la de vida libre, que abarca la oviposicién y
las mudas. En este Ultimo, se distinguen las garrapatas duras que se encuentran en un estado
inactivo o de huevo, mientras que en la parasitaria sus estados moviles les permiten
alimentarse (larva, ninfa y adulto) (Bustillos & Rodriguez, 2014).

La fase de parasito, puede durar entre 18 a 22 dias, esta inicia con la adhesion de la
garrapata al hospedero; las larvas, se encuentran muy cerca del sitio en donde emergieron,
tras la eclosion trepan por el pasto hasta alcanzar a un individuo para parasitarlo. Estas suelen
ubicarse en partes donde la radiacién solar casi no llega (papada, cuello, ingle, escroto,
hombro, ubre, brazo, axila o vientre) (Bustillos & Rodriguez, 2014).

Por otra parte, en la fase no parasitica de R. microplus se distinguen las etapas
detalladas en la tabla 2: Fases de la etapa no parasitica o de vida libre de R. microplus

Tabla 8

Fases de la etapa no parasitica o de vida libre de R. microplus.

Factores Descripcion

La hembra que se encuentra repleta, procede a desprenderse
o cayendo asi al suelo y moviéndose en la blisqueda de un lugar con
Preoviposicion o » .
sombra para resguardarse y ovipositar. Duracion: 2 a 4 dias en
verano y de 20 a 23 dias en invierno.
Inicia con la puesta de huevos hasta que la hembra es ingurgitada.
En esta fase, las condiciones ambientales influyen en los dias de
Oviposicion duracion, puesto que suele tardar entre 5 a 15 dias si se trata del
verano; mientras que, en el invierno, la fase tiende a triplicar o
duplicar su duracion.
Esta fase engloba la puesta de huevos hasta su eclosion.
» Duracion: 26 a 32 dias en verano y 69 a 74 dias en invierno. En
Incubacion _
este caso se requiere de una temperatura entre los 24,9 a 35°C y

una Humedad relativa del 80 al 90%.
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Luego de la eclosién, la larva se mantiene a la expectativa sobre
el pasto, y se mueve evadiendo la radiacion solar. Cuando se
o acerca un cuerpo suelen moverse mas utilizando sus dos pares
Larva de vida libre _ y )
de patas traseras para arraigarse. Duracion: 10 a 70 dias en
verano y hasta 250 dias en lo que queda del afio. Existen datos

que estos parasitos pueden sobrevivir hasta 300 dias.

Nota: La tabla presenta la descripcion de las diferentes fases de la etapa movil de R. microplus.
Adaptado de Bustillos Romo et al. (2014).

Patogenicidad y virulencia

Especificamente, la patogenicidad es la cualidad o estado de patogenicidad, es decir la
capacidad potencial que tiene un individuo para producir una enfermedad; mientras que la
virulencia, es el poder atribuido a la produccion de la enfermedad de un organismo, 0 a su vez,
el grado de patogenicidad dentro de un grupo o especie. La patogenicidad es un término
cualitativo, un concepto de "todo o nada", mientras que la virulencia es un término que
cuantifica la patogenicidad (Shapiro, Fuxa, Lacey, Onstad, & Kaya, 2005).

Para determinarlas es necesario realizar ensayos con los organismos vivos, para
determinar pardmetros como: el rango de los hospedantes, la virulencia, la competencia
ecoldgica, las condiciones que incrementan o reducen la formacién de la epizootia y las
barreras de la infeccion (Berlanga & Hernandez, 2006).

En consecuencia, el desarrollo de un bioensayo requiere del entendimiento del ciclo de
vida tanto del patégeno, como del hospedante, caso contrario se pueden producir resultados
inconsistentes. Otros factores que pueden influir en la viabilidad, la virulencia y la eficacia del
hongo (conidios) son los métodos de la produccién, una formulacion adecuada, relacionadas al
enriquecimiento del medio o sustratos de cultivo con fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo y,

su aplicacién (Kruger, 2008).



Capitulo 1l

Metodologia

Ubicacion del area de investigacién

Ubicacion politica

La investigacion se realizé en la Estacion Experimental Santo Domingo, INIAP; que se

encuentra ubicada en Km 38 Via Santo Domingo - Quinindé, Canton La Concordia, Provincia

de Santo Domingo de los Tsé&chilas.

Ubicacidn geogréfica

El estudio se llevo a efecto en las siguientes coordenadas geogréficas:

e Latitud: 0° 9’ 53.57” S
e Longitud: 79° 12’ 54.52” O

Figura 1

Ubicacion geogréfica de la investigacion
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Ubicacion ecoldgica

La zona donde se realiz6 la investigacion cuenta con las siguientes caracteristicas

ecologicas:
Zona de vida

Altitud

: Bosque humedo Tropical (bh-T)

: 379 msnm

Temperatura media 124, 46° C

Precipitacion

: 3056,47 mm/afio

Humedad relativa : 87,94 %

Heliofania

Suelo

: 699,50 hs luz/afio

Franco arenoso

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) Estacién La

Concordia. Datos promedios de los afios 2000-2014.

Materiales

Tabla 9

Materiales, equipos, insumos, reactivos y organismos del proceso investigativo.

Materiales de

L aboratorio Equipos Insumos Reactivos Organismos
Cajas Petri Balanza Agar Papa Tweem-20
Dextrosa
Camara de flujo . Beauveria spp.
Botellas autoclavables laminar Agar-Agar C’:Ioranfenlcol e Isaria spp.
Matraz de Erlenmeyer Microonda Arroz Acido Lactico (Cepa:_;lde la
25% coleccion del
Vasos de precipitacion  Autoclave Cebada Azul de Laboratc_)r’lo de
Lactofenol Produccion
Harina de Alcohol vegetal, INIAP
Probeta Estufa Palmiste antiséptico 70%  SD)
, . Harina de Alcohol industrial
Piseta Agitador Vortex Quinoa 90%
L Microscopio Levadura de Agua destilada
Jeringuillas A L
Optico cerveza estéril
Asa Drigalsky Estereoscopio Leche en Polvo
Funda de Polipropileno Destilador de
agua
Porta y cubre objetos Computadora
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Camara de Neubauer Calculadora

Camara

Gradillas fotogréafica

Micropipetas

Puntas de pipetas
plasticas

Tubos de ensayo
Mechero de alcohol
Papel toalla

Pinzas

Parafilm

Papel de aluminio
Cinta adhesiva
Algodon

Gasa

Métodos

Disefio experimental

Factores
Los factores probados en la investigacion fueron dieciocho formulaciones para la
produccién de conidios de Beauveria spp. € Isaria spp,

Tabla 10

Factores y niveles propuestos en la evaluacion de formulaciones soélidas para la produccién de
conidios de Beauveria spp. e Isaria spp.

Factores Niveles Descripcion

fl Arroz 100%

f2 Arroz 97,5% + Harina de palmiste 2,5%
f3 Arroz 95% + Harina de palmiste 5%

f4 Arroz 97,5% + Harina de quinua 2,5%

5 Arroz 95% + Harina de quinua 5%

Formulacién

f6 Arroz 97,5% + Levadura de cerveza 2,5%
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f7

f8

f9
f10
f11
f12
f13
f14
f15
f16
f17
18
hl
h2

Arroz 95% + Levadura de cerveza 5%
Arroz 97,5% + Leche en polvo 2,5%
Arroz 95% + Leche en polvo 5%

Cebada 100%

Cebada 97,5% + Harina de palmiste 2,5%
Cebada 95% + Harina de palmiste 5%
Cebada 97,5% + Harina de quinua 2,5%
Cebada 95% + Harina de quinua 5%
Cebada 97,5% + Levadura de cerveza 2,5%
Cebada 95% + Levadura de cerveza 5%
Cebada 97,5% + Leche en polvo 2,5%
Cebada 95% + Leche en polvo 5%
Beauveria spp.

Isaria spp.

Nota: Esta tabla muestra los factores y niveles evaluados en la investigacion.

Tratamientos

A continuacién, se presentan los tratamientos de la investigacion.

Tabla 11

Tratamientos planteados para evaluacion de conidios de Beauveria spp. e Isaria spp.
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Trat. Cddigo Descripcién del tratamiento
T1 f1*h1 Arroz 100% + Beauveria spp.
T2 f2*h1l Arroz 97,5% + Harina de palmiste 2,5% + Beauveria spp.
T3 f3*h1l Arroz 95% + Harina de palmiste 5% + Beauveria spp.
T4 fa*hl Arroz 97,5% + Harina de quinua 2,5% + Beauveria spp..
T5 f5*h1 Arroz 95% + Harina de quinua 5% + Beauveria spp.

T6 f6*h1 Arroz 97,5% + Levadura de cerveza 2,5% + Beauveria spp.
T7 f7*hl Arroz 95% + Levadura de cerveza 5% + Beauveria spp.
T8 f8*h1l Arroz 97,5% + Leche en polvo 2,5% + Beauveria spp.

T9 f9*h1 Arroz 95% + Leche en polvo 5% + Beauveria spp.

T10 f10*h1 Cebada 100% + Beauveria spp.



T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25
T26
T27
T28
T29
T30
T31
T32
T33
T34
T35
T36

f11*h1
f12*h1
f13h1
f14*h1
f15*h1
f16*h1
f17*h1
f18*h1
f1*h2
f2*h2
f3*h2
f4*h2
f5*h2
f6*h2
f7*h2
f8*h2
f9*h2
f10*h2
f11*h2
f12*h2
f13*h2
f14*h2
f15*h2
f16*h2
f17*h2
f18*h2
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Cebada 97,5% + Harina de palmiste 2,5% + Beauveria spp.
Cebada 95% + Harina de palmiste 5% + Beauveria spp.
Cebada 97,5% + Harina de quinua 2,5% + Beauveria spp.
Cebada 95% + Harina de quinua 5% + Beauveria spp.
Cebada 97,5% + Levadura de cerveza 2,5% + Beauveria spp.
Cebada 95% + Levadura de cerveza 5% + Beauveria spp.
Cebada 97,5% + Leche en polvo 2,5% + Beauveria spp.
Cebada 95% + Leche en polvo 5% + Beauveria spp.
Arroz 100% + Isaria spp.

Arroz 97,5% + Harina de palmiste 2,5% + Isaria spp.
Arroz 95% + Harina de palmiste 5% + Isaria spp.

Arroz 97,5% + Harina de quinua 2,5% + Isaria spp.

Arroz 95% + Harina de quinua 5% + Isaria spp.

Arroz 97,5% + Levadura de cerveza 2,5% + Isaria spp.
Arroz 95% + Levadura de cerveza 5% + Isaria spp.

Arroz 97,5% + Leche en polvo 2,5% + Isaria spp.

Arroz 95% + Leche en polvo 5% + Isaria spp.

Cebada 100% + Isaria spp.

Cebada 97,5% + Harina de palmiste 2,5% + Isaria spp.
Cebada 95% + Harina de palmiste 5% + Isaria spp.
Cebada 97,5% + Harina de quinua 2,5% + Isaria spp.
Cebada 95% + Harina de quinua 5% + Isaria spp.
Cebada 97,5% + Levadura de cerveza 2,5% + Isaria spp.
Cebada 95% + Levadura de cerveza 5% + Isaria spp.
Cebada 97,5% + Leche en polvo 2,5% + Isaria spp.

Cebada 95% + Leche en polvo 5% + Isaria spp.

Nota: Esta tabla muestra los tratamientos y codigos evaluados en la investigacion.

Tipo de disefio

El disefio usado en la investigacion fue un Disefio Completamente al Azar (DCA) con un

arreglo bifactorial, cada tratamiento const6 de cuatro repeticiones.



Analisis estadistico

Esquema del andlisis de varianza
A continuacion, se presenta el esquema de analisis de varianza de la investigacion.

Tabla 12.

Esquema del analisis de varianza.

Fuente de variacion Grados de libertad
Factor A: Formulacion 17
Factor B: Hongo Entomopatdgeno 1
Factor A*Factor B 17
, 108
Error experimental
Total 143

Coeficiente de variacion

Para determinar el coeficiente de variacion se utilizé la siguiente ecuacion:

JCM,

cv = — x 100
Donde;
v = Coeficiente de variacion
CM, = Cuadrado medio del error
X = Media general del experimento

Anélisis funcional
Los datos obtenidos fueron procesados de acuerdo a los siguientes andlisis
estadisticos.
e Andlisis de la Varianza (ADEVA).
e Prueba de Tukey para la separacion de medias.

¢ Niveles de significancia a <0,05 a < 0,01.
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Variables medidas

Germinacion de conidios (%)

Para determinar el porcentaje de conidios germinados, se recolectd cuatro muestras de
sustrato solido por tratamiento, cada muestra fue equivalente a 1 g, la primera muestra se
obtuvo de la parte superior derecha de la bolsa, la segunda muestra de la parte superior
izquierda, la tercera de la parte central y la Gltima de la parte inferior. Luego a cada muestra se
realizé diluciones seriadas (101,102,10%,10%4,10°,10°%,107), para ello se agregaron 9 mL de
ADE a siete tubos de ensayo, se vertié la muestra al primer tubo de ensayo y se agito en el
vortex por 1min; a continuacién, con la micropipeta se tomo6 1000 uL del primer tubo y se
depositaron al siguiente tubo, se repite el proceso hasta llegar a la dilucién 107,

Una vez obtenidas las diluciones se sembraron 20 uL de la dilucién 102,103,10“ en
Agar-Agar temperado en cinco puntos de la caja Petri, se realizé tres cajas por dilucion. Se
incubo las muestras a 27+2°C durante dieciséis horas.

Una vez terminado el periodo de tiempo se adicionaron una alicuota de Azul de
Lactofenol, en cada punto del medio de cultivo, a fin de tefiir los conidios y detener el proceso
de germinacion. Para el conteo se cortd un cuadrado de Agar agua coloreado de
aproximadamente 1 cm?y se coloc6 en una lamina porta objetos, en seguida se cubrié la
muestra con una la lamina cubre objeto, se observé al microscopio en Lente 40x, de esta
manera se procedio a realizar el conteo 300 conidios en total por muestra (germinados y no
germinados). Se registraron los datos obtenidos segun la dilucion sembrada.

Para calcular el porcentaje de germinacion de los hongos entomopatdgenos se utilizé la
siguiente férmula (Berlanga & Herrera, 2006).

L Numero de conidios germinados
Germinacion (%) = — x 100
Total de conidios evaluados
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Concentracion de conidios

Para la determinacién del numero de conidios/g, se tomé 25 L de la dilucién
seleccionada (102,103,10%) y se la transfiri6 a la cAmara de Neubauer, hasta que por
capilaridad se llene un lado de la cAmara. Se dejé en reposo por un minuto; a continuacion, se
monté la cAmara Neubauer en el microscopio y se conté los conidios en el Lente 40x. Para el
conteo se uso el cuadrante central; de los 25 cuadrantes de 0,2 mm? se seleccioné cinco, uno
de cada vértice y uno del centro, teniendo en cuenta que cada cuadrante tiene 16 cuadros de
0,0025 mm?2. Durante la lectura se siguié un orden légico, considerando los conidios que
sobresalgan en el margen superior y el margen izquierdo.

Suponiendo que si en el cuadrante de conteo existen < 20 conidios, se contara en la
dilucién anterior, en caso de existir un cuadrante = 100 conidios, se contara en la siguiente
dilucién (Baez, et al., 2019).

La férmula de estigmatizacion es la siguiente:

Concentracion de conidios (g) = X x25x10000 x FD

Donde,

X : Promedio de las lecturas por area de conteo de la cAmara de Neubauer

FD: Factor de dilucion (inverso de la dilucién cuantificada)

25y 10 000: constantes para cuadrante central

Concentracién de Unidades Formadoras de colonias (UFC)

En la determinacién del nUmero de propagulos microbianos viables, se trabaj6 con las
diluciones 10°,10°%,107, obtenidas de la medicién de la primera variable de la muestra. Se tomé
100 uL de cada dilucién y se sembr6 en cajas Petri con PDA. A continuacion, se distribuyé la
muestra por toda la superficie usando un asa Drigalsky. Se incubé las muestras de manera
invertida a 27+2°C durante 5 dias; de acuerdo a cada dilucién se realizé el conteo; teniendo en

cuenta que la estimacion para hongos es de 10 a 100 colonias.



40

Para realizar el célculo de UFC se uso la siguiente férmula propuesta por (Baez, et al.,
2019):

UFC
Viabilidad /Concentracion del bioinsumos (7> = PxFD

Donde,

P: Promedio del nimero de colonias en las tres cajas de la dilucion seleccionada

FD: Factor de la diluciéon (inverso) de la dilucién rotulada en la caja Petri

Porcentaje de Pureza (Unidades Formadoras de Colonias, UFCs)

Para la determinacion del porcentaje de pureza de cada tratamiento, se procedi6 a
sembrar por triplicado 100 pL de las diluciones 10°,106,107, se incubd por 5 dias, después se
realizé el conteo de colonias de microorganismos contaminantes de cada dilucién, donde se
encuentre 10 a 100 colonias por cajas. Para calcular la concentracién del contenido de
contaminantes se siguio la férmula para UFC planteada por Berlanga & Hernandez (2006).

El porcentaje de pureza (P), se calculara con la férmula siguiente:

Pureza (%) = [MOB] 100
ureza iy _[MOB]-I-[MOC]X

MOB: Microorganismos benéficos

MOC: Microorganismos contaminantes

Se considera que un producto comercial debe poseer un porcentaje de pureza superior
al 90%. Los microorganismos contaminantes permisibles no deben causar dafio a la salud
humana, animal, vegetal ni al ambiente (Béez, et al., 2019).
Métodos especificos de manejo del experimento

Labores de Laboratorio.

Produccion de blastosporas para el cultivo

Las cepas de Beauveria spp. e Isaria spp. se descongelaron por 45 min a temperatura
ambiente y se cultivaron en Agar Papa Dextrosa (PDA) con 2,5 g de Cloranfenicol en 1 L de

ADE. Las cajas se incubaron durante 14 dias a 27 +2°C.



41

Preparacion de los fromulaciones

Se utilizé arroz (Oryza sativa L.) y cebada (Hordeum vulgare L) como sustratos base, se
retiraron las impurezas, mediante un lavado con agua corriente por 2 min, respectivamente. A
continuacioén, se dejaron escurriendo por 10 min sobre malla de polietileno de alta densidad de
0,28 mm de espesor. Una vez seco, se pesaron los sustratos bases en bolsas de polietileno de
alta densidad (PEAD) de 27x 22 cm. A continuacién, se agregaran los suplementos (Harina de
palmiste, Harina de quinua, Levadura de cerveza, Leche en polvo), de acuerdo a las
formulaciones que constituyen 100 g, posteriormente se adiciond agua destilada estéril para
lograr la humedad deseada, en aditivos en polvo 5 mL de ADE y en aditivos pastosos 3 mL de
ADE. Las bolsas fueron selladas con grapas metalicas y esterilizadas en una autoclave

automatica a 121 °C, 15PSI por 20 min.

Inoculacién de los sustratos

Las bolsas se dejaron enfriar durante 2 h, posteriormente se las trasladé a la camara de
flujo laminar, en donde se realizé un raspado de tres cajas Petri del cultivo puro de hongos
entomopatdgenos y se diluyeron en una solucién de un litro de Tween-20 al 0,1%. Las bolsas
con arroz fueron inoculadas aplicando 5 mL de solucién madre y en cebada con 5 mL de
solucion madre mas 10 mL ADE. Posteriormente se incubaron durante 14 dias en un cuarto
oscuro a temperatura ambiente (27 +2°C) y una humedad relativa del 90%. Las bolsas se las
agité cada cinco dias para esparcir los conidios homogéneamente. Luego se las traslado al
cuarto de secado y se las distribuyd en bandejas de plastico; permanecieron en esta area por
15 dias. Al final del tiempo de crecimiento se determind las variables de estudio.

Prueba de susceptibilidad en Garrapatas

Las garrapatas se extrajeron manualmente con pinzas en estado de telogina, revisando
la totalidad de bovinos en el establecimiento. Posteriormente se las traslado al laboratorio,

donde se las dispuso en cajas Petri, que contendian algodén humedecido. La incubacion tuvo
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una duracién de 14 dias y se control6 las condiciones climéticas: 27°C, 85-90% HR y 12 hs luz.
Cumplido este periodo de tiempo de ovipostura se colocé 100 huevos de garrapatas en tubos
de ensayo de 1,5 cm de didmetro. A estos tubos de ensayo previamente se les agregé 2 mL de
agua destilada seguido de algoddn a presion. Se monitorearon los huevos hasta detectar su
eclosion. Cuando las larvas tuvieron entre 14 a 21 dias de eclosionadas se realiz6 la prueba de
susceptibilidad, para su efecto se tomé 1 g de cada Bioproducto y se realizaron diluciones
hasta llegar a la 1073, la cual fue utilizada para la aplicacion directa en larvas, se aspergeo 1,5
mL de Beauveria spp. por caja Petri. Se trabajé con tres repeticiones por tratamiento de
bioformulado al cabo de 9 dias se registro el porcentaje de mortalidad de cada tratamiento.
Analisis costo/beneficio

El costo-beneficio (B/C) también es conocido como indice neto de rentabilidad y su valor
se obtiene al dividir el Valor Actual de los Ingresos Totales Netos o beneficios netos (VAN)
entre el Valor Actual de los Costos de inversion o costos totales (VAC).

La férmula es de la siguiente manera:

Beneficios netos
Costos de inversion

Costo/beneficios = = Valor de costo/beneficio


https://www.ionos.mx/startupguide/gestion/valor-actual-neto/
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Capitulo IV:
Resultados y Discusion
Germinacion de conidios (%)
El analisis de varianza para la germinacion de conidios de las cepas de Beauveria spp. e
Isaria spp. a las 16 h (Tabla 13), presento diferencias altamente significativas para el factor Ay
el factor B (p-valor=<0,0001), de igual forma existi6é diferencias altamente significativas en la
interaccion de los dos factores (p-valor=<0,0001).

Tabla 13

Andlisis de varianza para el porcentaje de germinacion de conidios de Beauveria spp. e Isaria
spp. en diferentes formulaciones sélidas.

L, Sumade Grados Cuadrado
Fuentes de variacion de . FC p-valor
cuadrados . medio
libertad
Factor A: Formulacion 39149,46 17 2,30E+03 166,12 <0,0001
Factor B: Hongo Entomopatégeno 41864,67 1 4,19E+04 3019,9 <0,0001
Factor A*Factor B 40519,7 17 2,38E+03 171,93 <0,0001
Error 1497,2 108 1,39E+01
Total 123031,02 143
Ccv 7,31

Nota. Coeficiente de variacién experimental 7,31%.

Los tratamientos que presentaron los mayores porcentajes de germinacion de conidios,
de acuerdo a la figura 2, fueron: T25 (Arroz 95% + Levadura de cerveza 5% + Isaria spp.) con
un 82,5%, T26 (Arroz 97,5% + Leche en polvo 2,5% + Isaria spp) con un 82,1% y T22 (Arroz
97,5% + Harina de quinua 2,5% + Isaria spp.) con un 80%. Los tratamientos con menores
porcentajes de germinacion fueron: T30 (Cebada 95% + Harina de palmiste 5% + Isaria spp.)
con un 5,9%, T33 (Cebada 97,5% + Levadura de cerveza 2,5% + Isaria spp.) con 7% y T32

(Cebada 95% + Harina de quinua 5% + Isaria spp.) con un 7,2%.
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Figura 2.

Porcentaje de germinacion de conidios de Beauveria spp. e lIsaria spp. en diferentes
formulaciones sdlidas.
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Nota. Letras iguales no difieren estadisticamente segun Tukey al 5%. Lineas en las barras
indican el error estandar.

De acuerdo a Vélez et al. (1997) una formulacién comercial debe tener un porcentaje de
germinacion = 85% en un tiempo de incubacion de 24 h, a pesar de que este pardmetro de
calidad microbiolégica fue evaluada a las 16 h, se obtuvo porcentaje < 82,5%, de modo que se
logré reducir el tiempo del proceso germinativo de Beauveria spp. e Isaria spp. y se demuestra
alta viabilidad de conidios. El bio-insumo debe garantizar un alto porcentaje de germinaciéon
puesto que, al realizar la aplicacion en campo, el hongo debe tener un rapido efecto sobre la
poblacién del insecto a controlar y un corto periodo de exposicion a condiciones ambientales
(Chiriboga, Gomez, & Garcés, 2015). Por otro lado, la germinacion de Isaria spp. en cebada
mas suplementos cay0 subitamente con porcentajes inferiores al 10,8%, debido al alto
contenido de fitocistatinas en la cebada. Carrillo (2009) afirma que la ingestion de altas

concentraciones de fitocistatinas provoca la muerte celular programada y se ha demostrado
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gue actuan como proteinas de defensa frente a plagas y patégenos, por lo que puede ser una
de las razones que inhibio la germinacién de Isaria spp.
Concentracion de conidios

La concentracion de conidios (conidios/g) de los tratamientos se calcul6 con el promedio
de la lectura del cuadrante central de la cAmara de Neubauer, segun la Tabla 14, el coeficiente
de variacion obtenido fue del 3,55% siendo menor a 25% in vitro; por lo tanto, reflejan la
ausencia de datos atipicos y garantiza que se llevo a cabo una buena recopilacién de datos. El
analisis de varianza indica una diferencia significativa con un (F.calc= 2011.68; p-valor=
0,0001) para la interacion del factor A*factor B, siendo el p-valor menor. El criterio de
significancia fue a = 0,05, por lo que se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis
alternativa.

Tabla 14

Andlisis de varianza para la concentracion de conidios de Beauveria spp. e Isaria spp. en
diferentes formulaciones soélidas.

Grados

Fuentes de variacion Cﬁ:gnrzddgs ! de legéffo FC p-valor
ibertad
Factor A: Formulacion 6,65E+19 17 3,84E+18 1985,12 <0,0001
Factor B: Hongo Entomopatégeno 1,05E+20 1 1,05e+20 53993,70 <0,0001
Factor A*Factor B 6,62E+19 17 3,90E+18 2011,68 <0,0001
Error 2,09E+17 108 1,94E+15
Total 2,36E+20 143
cv 3,55

Nota. Coeficiente de variacion experimental 3,55%.

En la prueba de calidad sobre la concentracion de conidios, mostr6 que existen
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Figura 3). El conteo mostré una
mayor concentracion de conidios en el T6 cuya formulacion fue Arroz 97,5% + Levadura de
cerveza 2,5% + Beauveria spp. a una concentracién de 6,9 x 10°conidios/g, en comparacion a

las demas. Seguida del T16, cuya formulacion fue Cebada 95% + Levadura de cerveza 5% +
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Beauveria spp. a una concentracion superior a 2,9 x 10° conidios/g, la formulacién con menor
concentracion para Beauveria spp. fue el T8 (Arroz 97,5% + Leche en polvo 2,5%) a una
concentracion de 7,2 x 108 conidios/g. Para Isaria spp. la mayor concentracién estuvo
representada por el T34 (Cebada 95% + Levadura de cerveza 5%) a una concentraciéon de 1,3
x 10° conidios/g, seguida del T31 (Cebada 97,5% + Harina de quinua 2,5%) a una
concentracion de 8,2 x 108 conidios/g y la menor concentracion fue de 4,6 x 107 conidios/g para
el T23 (Arroz 95% + Harina de quinua 5%).

Segun Gomez et al. (2014) un bio-insumo a base de B. bassiana debe tener una
concentracion de conidias/g > de 10%°, para estar apto para ser utilizado en campo, normativa
establecida por SENASA. Los tratamientos propuestos no lograron superar esta concentracion,
no obstante, el T6 (Arroz 97,5% + Levadura de cerveza 2,5%) fue 7,4 veces mayor con
respecto al T1 (Arroz 100%), que es el sustrato generalmente utilizado para la produccion de
conidios aéreos de hongos entomopatoégenos, ya que este posee condiciones fisicas
adecuadas como: consistencia suave, suelta, sin aglomeracién, esto favorece el crecimiento
micelial y homogéneo del hongo en el sustrato (Grabowski, Orrego, & Stauffer, 2005). Es
importante destacar los aportes nutriciones del arroz como el 78,9% de carbohidratos y micro y
macronutriente (Fe, P, Cu, Zn) en diferentes concentraciones (Tabla 2). Por otro lado, la
levadura de cerveza incrementé la produccién de conidios por gramo, tanto en Beauveria spp.
como Isaria spp. (Figura 4), los resultados son contradictorios a lo reportado por Grabowski et
al. (2005) que indican que la levadura inhibe la concentracién de conidios a 2,64 x 10°
conidios/g. Sin embargo, Mata (2008) al usar extracto de levadura para la produccion de B.
bassiana en un proceso fermentativo, logré incrementar la proliferaciéon a razén de 2,77 x 108
conidios/ml, esto por alto contenido de nitrégeno que posee la levadura.

Por su parte, la produccion de conidios de Isaria spp en el sustrato cebada mas
levadura de cerveza al 5% fue 29 veces mayor con respecto arroz 100%, segun el reporte de

Figueroa et al. (2007) “La cebada fue el sustrato que mostro la mayor productividad con una
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concentracion de 2,19 x 10%° conidios/g frente al sustrato convencional (arroz) con una
concentracion de 6,94 x 10° conidios/g”. Esto debido al alto contenido de carbohidratos,
nitrégeno, micronutrientes, vitaminas del complejo B y alta concentracién de iones necesarios
para el crecimiento, esporulacion (Volcy & Pardo, 1994).

Figura 3

Concentracion de conidios de Beauveria spp. e Isaria spp. en diferentes formulaciones soélidas
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Nota. Produccién promedio de conidios entre diferentes tratamientos evaluados a los 30
dias de incubacion. Letras iguales no difieren estadisticamente segin Tukey al 5%. Lineas en
las barras indican el error estandar.

La variabilidad en la produccién de conidios entre las diferentes formulaciones
evaluadas en investigaciones previas y actuales, manifiestan que el rendimiento de conidios
por gramo se ve influenciado por la cepa y por el estado de la misma, pudiendo variar entre
5x10%y 2.5x10 conidios/g de sustrato (Monzén, 2001).

Concentracion de Unidades Formadoras de colonias (UFC)
La determinacion de viabilidad/concentracion de unidades formadoras de colonias

(UFC) de los diversos tratamientos se efectud bajo criterio de seleccién de cajas Petri con
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diluciones gue oscilanban entre 10 a 100 colonias de hongos entomopatogénos. Segun la
Tabla 15, el coeficiente de variacion obtenido fue del 18,01% siendo menor a 25% in vitro; por
lo tanto, reflejan la ausencia de datos atipicos y garantiza que se llevo a cabo una buena
recopilacién de datos. El andlisis de varianza indica una diferencia significativa con un (F.calc=
695,41; p-valor= 0,0001) para la interacion del factor A*factor B, siendo el p-valor menor. El
criterio de significancia fue a = 0,05, por lo que se rechaza la hipétesis nula y se acepta la
hipétesis alternativa.

Tabla 15

Andlisis de varianza para la Concentracién de Unidades Formadoras de colonias (UFC) de
Beauveria spp. e Isaria spp. en diferentes formulaciones sdlidas.

L Suma de Grados Cuadrado
Fuentes de variacion de ) FC p-valor
cuadrados . medio
libertad
Factor A: Formulacion 1,153E+21 17 6,78E+19 683,02 <0,0001
Factor B: Hongo Entomopatégeno  3,644E+20 1 3,64E+20 3670,91 <0,0001
Factor A*Factor B 1,173E+21 17 6,90E+19 695,41 <0,0001
Error 1,072E+19 108 9,93E+16
Total 2,701E+21 143
Ccv 18,01

Nota. Coeficiente de variacion experimental 18,01%.

En la prueba de calidad (UFC) con la informacion brindada en la Figura 4, demostraron
tener diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Prueba de Tukey). El conteo
luego de los cinco dias mostré el nimero de UFC/g, de manera que el tratamiento con el mayor
numero de UFC corresponde al T6, con una concentraciéon 2,64 x 10'° UFC/g, seguido del T18
con una concentracién 3,92 x 10° UFC/g, el tratamiento con menor rendimiento corresponde al
T8 con una concentracion 5,78 x 108 UFC/g, para Beauveria spp. Mientras para Isaria spp. el
mejor tratamiento correspondié al T33 con una concentracion 3,69 x 108 UFC/g, seguido del
T28 con una concentracién 3,60 x 108 UFC/g, el tratamiento con menor concentracion

correspondié al T23 con una concentraciéon 2,68 x 10’ UFC/g.
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Segun Noboa & Quelal (2015), utilizando el sustrato convencional (arroz), obtuvieron
concentraciones a razon de 1,43 x 108 UFC/g, en contraste con los resultados obtenidos en la
presente investigacion, se logré maximizar la concentracién de UFC/g en un 99,5% con el
tratamiento T6.

El rendimiento de la esporulacién sobre un sustrato dependera directamente de factores
como: técnica de cultivo, concentracién del inéculo inicial, condiciones de temperatura,
humedad, aireacion, y tiempo de incubacion, asi como las por diferencias nutricionales entre
los sustratos (Roberts & Yendol, 1971).

Figura 4

Concentracion de Unidades Formadoras de colonias (UFC) de Beauveria spp. e Isaria spp. en
diferentes formulaciones soélidas.
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Nota. Letras iguales no difieren estadisticamente segun Tukey al 5%. Lineas en las barras
indican el error estandar.
Porcentaje de Pureza (Unidades Formadoras de Colonias, UFCs)

El Porcentaje de Pureza (%) se determiné a partir de concentracion de los
microorganismos contaminantes y el biocontrolador. Conforme al recuento porcentual de las

colonias contaminantes, el ANOVA arrojé un coeficiente de variacion de 4,58% siendo menor a
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25% (Tabla 16); por tanto, se afirma la ausencia de datos atipicos. Ademas, no existio
diferencia significativa para la interaccion del Factor A* Facto B con un (F. calculado = 0,74; p-
valor= 0,75), el valor p fue mayor que el criterio de significancia a = 0,05, por tanto, se rechazé
la hipbtesis alternativa y se acepto6 la hipétesis nula.

Tabla 16

Andlisis de varianza para el porcentaje de pureza de UFC de Beauveria spp. e Isaria spp. en
diferentes formulaciones solidas.

L, Suma de Grados Cuadrado
Fuentes de variacion d ) FC p-valor
cuadrados . medio
libertad
Factor A: Formulacion 341,14 17 20,07 0,98 0,4851
Factor B: Hongo Entomopatégeno 0,03 1 0,03 0,0014 0,9707
Factor A*Factor B 257,47 17 15,15 0,74 0,7554
Error 2210 108 20,46
Total 2808,64 143
Ccv 4,58

Nota. La variabilidad del porcentaje de pureza es inherente al manejo del experimento
en laboratorio.

De acuerdo a la Figura 5, los tratamientos no mostraron diferencias estadisticas
significativas. Esto concuerda con la investigacion realizada por Zambrano et al. (2015), en la
cual se evalu6 Beauveria spp. para control de Varroa (destructor parasito de la abeja melifera),
y se observé porcentajes de pureza del hongo en un rango de 89-100% en cajas Petri. Asi
mismo, Uribe (1997) menciona que “Las formulaciones comerciales deben tener un porcentaje
de pureza superior al 90%” (pag. 14), para evitar efectos negativos en el tiempo de vida util del
ingrediente activo, perdida de eficiencia y/o alteracién de las propiedades fisicoquimicas del
bio-insumo (Berlanga & Herrera, 2006). Por consiguiente, los tratamientos evaluados

cumplieron con este parametro de calidad microbiologica.
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Figura 5

Porcentaje de pureza de UFC de Beauveria spp. e Isaria spp. en diferentes formulaciones
solidas.
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Nota. Letras iguales no difieren estadisticamente segun Tukey al 5%. Lineas en las
barras indican el error estandar.
Pruebas de susceptibilidad en R. microplus

La mortalidad de las larvas de R. microplus sometidas a los 18 tratamiento fue valuada
alos a los 9 dias. De acuerdo a la figura 6, existe una correlacion positiva (r=0,89) para la
susceptibilidad de R. microplus, ya que la mortalidad de las garrapatas aumenta
significativamente con la concentracion de conidios de Beauveria spp. El porcentaje més alto
de mortalidad de R. microplus (in vitro) fue de 8,3% en el dia 9 postratamiento para el T6 (Arroz
97,5% + Levadura de cerveza 2,5%) a una concentracion de 6,9 x 106 conidios/mL, esta
relacion no es significativa en comparacion con los resultados obtenidos por Tofifio et al (2018),
donde B. bassiana control6 efectivamente a R. microplus en estadio adulto a concentracion de
1 x 108 conidios/mL, ocasionando una mortalidad del 100% en garrapatas en el dia 7

postratamiento, mientras que a una concentracion de 1x10° conidios/ml obtuvo una mortalidad



52

del 90% en el dia 10 postratamiento. La baja tasa de mortalidad respondié a la falta de
reactivacion de la cepa antes de su uso en produccion masiva (Berlanga & Hernandez, 2006).

Figura 6

Interaccién de la concentracion de conidios de Beauveria spp. de diferentes formulaciones frente
al porcentaje de mortalidad de larvas de R. microplus.
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Nota. Existe una tendencia lineal de los datos, a mayor concentracion de conidios, mayor
porcentaje de germinacion.

Anteriores estudios demuestran que la reactivacién del hongo entomopatégeno sobre el
insecto, mejora y potencia la capacidad patogénica del aislamiento de Beauveria spp. Valdés et
al. (1998) mencionan que la respuesta enzimética del aislamiento de B. bassiana aumenta
cuando este es reactivado en el insecto plaga, la previa interaccion del hongo con los
componentes de la cuticula genera una mayor capacidad de control, puesto que existe una
coevolucion entre el patdgeno y su hospedante, dada en un largo periodo de tiempo y
producida en la superficie cuticular (Fargues & Remaudiere, 1977). Esa interaccion adaptativa
hace que el biocontrolador exprese sistemas enzimaticos y mecanicos especificos hacia los

componentes que conforman la cuticula del insecto, al igual que ciertas respuestas adaptativas
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hacia el hospedero tal como: una mayor germinacion, penetracion, produccién de metabolitos
secundarios y resistencia a los compuestos antifingicos.
Analisis Costo-Beneficio

Para considerar un sustrato como idoneo a los fines de la produccién de conidios de
una cepa o aislado de un hongo entomopatégeno debe tomarse en cuenta su bajo costo, facil
adquisicion, alta concentracion de conidios/g y capacidad para mantener la virulencia de la
cepa (Roberts & Yendol, 1971).

El precio de comercializacién de 800 g de un Bio-insumo a base de hongos
entomopatdgenos, en el cual se garantizan una concentracién superior a 1 x 10* conidios/g,
por parte de la Entidad “SENASA” en el afio 2017 tuvo un coste referencial de S/.13,32 ($
3,42), dicho valor esta sujeto a la volatidad de la moneda. Actualmente la empresa “Productos
Bioldgicos para la agricutura PBA”, comercializan el producto YURAK G (Sustrato granulado B.
bassiana) a S/.16,95 ($ 4,36), que tiene una concentraciéon >2,5x 10° conidios/g (AgroBesser,
2022), lo que evidencia los costos de venta con respecto al periodo de tiempo en conjunto con
la volatilidad monetaria.

De acuerdo a la Tabla 17, el T6 represent6é una ganancia de $ 2,10, por cada dolar
invertido, asumiendo que la concentracion de conidios/g fue superior a 3 x 10° seguido del T2
con una relacion Costo-Beneficio de $ 1,44. A pesar de que T16 alcanzé la segunda mejor
concentracion/g (Figura 3) de acuerdo al analisis de relacion Costo-Beneficio se postulé en el
décimo lugar con $ 0,78. Es necesario aclarar que se adquirio la cebada a $1,32/Kg, si se
acorta la red de suministro se podria reducir el costo por debajo de $0,52/Kg (Sinagap, 2022).
La reduccién de los costos de materia prima, puede incrementar los beneficios y/o rentabilidad
economica.

Después de haber realizado el presupuesto parcial con el hongo Isaria spp. para

identificar los costos variables de los tratamientos evaluados (Tabla 18). La implementacion de



los tratamientos no se puede llevarse a efecto, dado que ninguno de los tratamientos con el

hongo Isaria spp. no tienen una produccion viable tanto bioldgica como econémica.

54



55

Tabla 17.

Analisis Costo-Beneficio de las formulaciones a base de Beauveria spp.

Tratamientos

Rubro Unidad

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 Ti15 Ti6 T17 T18
Arroz kg 0,35 0,39 0,38 0,39 0,38 034 0,38 0,39 0,38 - - - - - - - - -
Cebada kg - - - - - - - - - 087 08 083 08 083 08 083 0,85 0,83
Harina de Palmiste kg - 0,01 0,01 - - - - - - - 0,001 0,01 - - - - - -
Harina de Quinua kg - - - 0,05 0,09 - - - - - - - 0,05 0,09 - - - -
Levadura de cerveza kg - - - - - 0,09 0,18 - - - - - - - 0,09 0,18 - -
Leche en Polvo kg - - - - - - - 0,07 0,15 - - - - - - - 0,07 0,15
Fundas Unidad 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00
Mano de Obra Jornal 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 005 005 0,05 0,05 005 0,05 005 005 0,05 0,05
Servicios Basicos usb 0,01 0,01 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 0,01 001 0,01 0,01 0,01
Total (400 g de Bioformulado) usb 041 046 045 050 054 048 062 052 059 093 092 09 09 0,98 100 106 0,98 1,03
Costo produccion (800 g) usb 083 091 091 1,00 1,07 097 1,23 105 1,18 186 1,83 180 191 1,97 200 213 1,97 2,07
Costo Venta (800 g) usb 094 2,14 221 231 1,76 3,00 216 0,72 159 165 137 122 263 1,12 212 291 155 2,38
Ingreso neto (800 g) usb 0,11 1,23 1,31 1,31 0,68 203 093 -033 042 -021 -046 -058 0,72 -0,85 0,12 0,78 -0,41 0,31
Beneficio/Costo usb 0,13 134 144 131 064 210 075 -031 0,35 -0,21 -0,25 -0,32 0,38 -043 0,06 0,37 -0,21 0,15

Nota. Considerando que 800 g de Bioformulado con una concentracion de 3 x10° tiene un costo de 3 USD, a medida que la concentracion disminuye el
costo a la venta también. Los costos de inversion no incluyen costos de amortizacion de equipos, solo se incluyeron los materiales usados para el desarrollo de la

Investigacion.
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Tabla 18

Analisis Costo-Beneficio de las formulaciones a base de Isaria spp.

Tratamientos

Rubro Jnidad T19 T20 T21 T22 T23 T24 T25 T26 T27 T28 T29 T30 T31 T32 T33 T34 T35 T36
Arroz kg 0,35 039 038 039 038 034 038 0,39 0,38 - - - - - - - - -
Cebada kg - - - - - - - - - 087 08 083 08 083 08 083 085 0,83
Harina de Palmiste kg - 0,01 0,01 - - - - - - - 0,01 0,01 - - - - - -
Harina de Quinua kg - - - 0,05 0,09 - - - - - - - 0,05 0,09 - - - -
Levadura de cerveza kg - - - - - 0,09 0,18 - - - - - - - 0,09 0,18 - -
Leche en Polvo kg - - - - - - - 0,07 0,15 - - - - - - - 0,07 0,15
Fundas Unidad 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 0,00 000 000 000 0,00 0,00
Mano de Obra Jornal 0,05 0,05 0,05 0,05 005 005 005 0,05 005 005 005 005 005 005 005 005 0,05 0,05
Servicios Basicos usb 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 0,01 0,01 0,01 0,01
Total (400 g de Bioformulado) usb o041 046 045 050 054 048 062 052 059 093 092 09 09 098 100 106 0,98 1,03
Costo produccién (800 g) usb 083 091 091 100 107 097 123 105 1,18 186 1,83 1,80 191 197 200 213 1,97 2,07
Costo Venta (800 g) usb o,0r 0,06 006 0,212 005 006 065 005 0,06 0,06 0,76 049 082 061 066 135 0,61 0,68
Ingreso neto (800 g) usb -o0,76 -0,85 -0,84 -0,78 -1,03 -091 -0,59 -1,00 -1,12 -180 -1,07 -1,31 -1,09 -1,35 -1,34 -0,78 -1,36 -1,39

Beneficio/Costo usb -0,92 -0,93 -0,93 -0,79 -096 -094 -047 -095 -0,95 -097 -058 -0,73 -057 -0,69 -0,67 -0,37 -0,69 -0,67
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Capitulo V
Conclusiones

El control de calidad de produccién de conidios de las diferentes formulaciones se basé
en analisis del porcentaje de germinacién, concentracion de conidios/g, concentracion de
UFC/g y porcentaje de pureza. Beauveria spp. produjo una elevada esporulacion de conidios
con el T6 a razén de 6,9 x 10° conidios/g en la formulacién (Arroz 97,5% + Levadura de cerveza
2,5%) y una menor concentracion de conidios con el T8 a razén de 7,2 x 108 conidios/g en la
formulacion (Arroz 97,5% + Leche en polvo 2,5%), el tipo de formulacion infirié directamente
sobre los parametros antes mencionados. Por su parte las formulaciones con Isaria spp.
permitieron una menor esporulacién, sin embargo, la mejor concentracion se obtuvo con el T34
arazoén de 1,3 x 10° conidios/g en la formulacién (Cebada 95% + Levadura de cerveza 5%) y
una menor concentraciéon de conidios en el T23 a razén de 4,6 x 107 conidios/g en la
formulacion (Arroz 95% + Harina de quinua 5%).

En cuanto al porcentaje de germinacion de conidios a las 16 horas, el mejor tratamiento
fue el T25 (5% Levadura de cerveza, 95% arroz + Isaria spp.) con un 82,5% de germinacion. La
mayor concentracion de unidades formadoras de colonia (UFC) fue de 2,64 x 10 UFC/g para
el T6. En cuanto al porcentaje de pureza no existio diferencias significativas para los 36
tratamientos.

De acuerdo al Analisis Costo-Beneficio se logré reducir costos de produccion y/o
mejorar los rendimientos en la produccion de conidios para el T6 con un margen de utilidad de
$ 2,03, seguido del T2 con una utilidad de $ 1,23. Los tratamientos con Isaria spp. no
representaron utilidad, por tanto, se descarta la cepa para produccién masiva.

En condiciones de laboratorio las formulaciones con cepas de Beauveria spp, no
resultaron patogénicas para larvas de R. microplus, al no contar con reactivacion, proceso
importante para la susceptibilidad de los insectos. Se alcanzé la mortalidad mal alta con el T6

con el 8,33% a una concentracién conidios 6,9 x 10° mL.L* al dia 9 postratamiento.
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Capitulo VI
Recomendaciones
Evaluar la efectividad de las formulaciones de Beauveria spp. e Isaria spp. in situ, con el
fin de corroborar la patogenicidad y virulencia de los bio-insumos.
Determinar cuales de las formulaciones proporciona una vida de anaquel prolongada al
bioinsecticida.
Se sugiere la reactivacion de la cepa Beauveria spp. sobre la especie R. microplus, para

recuperar la especificidad del hongo.
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