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RESUMEN

La investigacion se desarrolld en el laboratorio de Cultivo in vitro de la Empresa
BIOSEBORGANICS CIA. LTDA., en el periodo noviembre 2020 — mayo 2021. Se
recolectaron 23 muestras de suelo de diferentes sectores agricolas de la Provincia de
Tungurahua: Pelileo (6), Santa Rosa (4), Unamuncho (6) y Quisapincha (7). Larvas de
Galleria mellonella fueron empleadas como trampa cebo para detectar, aislar y purificar
hongos entomopatdgenos, llegando a obtener 200 larvas para evaluar por generacion. En base
a la caracterizacion macroscopica y microscopica el porcentaje de 56.52 de muestras dieron
resultados positivos en cuanto a la presencia de hongos. Metarhizium sp. fue detectado en 10
cepas (porcentaje de 45,45) presentando caracteristicas algodonosa de color verde olivo en
el centro, micelio irregular y una coloracion amarillo verdoso al reverso; conidiéforos
ramificados en forma de candelabro con dos o tres ramas cada uno, conidios cilindricos
ligeramente elipsoidales, formando cadenas largas, algunas adheridas lateralmente.
Beauveria sp. en 7 cepas (porcentaje 31,82) con una contextura algodonosa de color blanco,
micelio irregular y una coloracion amarilla al reverso; células conidiogénicas tipicas de la
especie y conidios sub globosos-elipsoidales y Paecilomyces sp. en 5 cepas (porcentaje igual
a 22,73) de contextura inicial algodonosa de color marrén grisaceo, micelio irregular y color
crema al reverso; presentd conidioforos ramificados con hasta seis fialides y conidio ovoide.
Estos hongos entomopatdgenos encontrados en las diferentes zonas agricolas de Tungurahua
abren campo para el control de plagas que afectan los cultivos de la region mediante la

Biotecnologia.

Palabras clave: Control biolégico, Hongos entomopatégenos, Suelos agricolas, Beauveria

sp., Metarhizium sp., Paecilomyces sp., Galleria mellonella.
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ABSTRACT

The research was developed in the in vitro culture laboratory of the BIOSEBORGANICS
CIA Company. LTDA., In the period November 2020 - May 2021. 23 soil samples were
collected from different agricultural sectors of the Province of Tungurahua: Pelileo (6), Santa
Rosa (4), Unamuncho (6) and Quisapincha (7). Galleria mellonella larvae were used as a bait
trap to detect, isolate and purify entomopathogenic fungi, obtaining 200 larvae to evaluate
per generation. Based on the macroscopic and microscopic characterization, the percentage
of 56.52 samples gave positive results regarding the presence of fungi. Metarhizium sp. It
was detected in 10 strains (percentage of 45.45) presenting cottony characteristics of olive
green color in the center, irregular mycelium and a greenish-yellow coloration on the reverse;
Candelabrum-shaped branched conidiophores with two or three branches each, slightly
ellipsoidal cylindrical conidia, forming long chains, some attached laterally. Beauveria sp. in
7 strains (percentage 31.82) with a white cottony texture, irregular mycelium and a yellow
coloration on the reverse; conidiogenic cells typical of the species and sub globose-ellipsoidal
conidia and Paecilomyces sp. in 5 strains (percentage equal to 22.73) of cottony initial texture
of grayish brown color, irregular mycelium and cream color on the back; It presented
branched conidiophores with up to six phialides and ovoid conidia. These entomopathogenic
fungi found in the different agricultural areas of Tungurahua open the field for the control of

pests that affect the crops of the region through Biotechnology.

Keywords: Biological control, Entomopathogenic fungi, Agricultural soils, Beauveria sp.,

Metarhizium sp., Paecilomyces sp., Galleria mellonella.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Manejo Integrado de plagas

El manejo integrado de plagas, o MIP, naci6 en 1960 como una necesidad debido a las
consecuencias devastadoras que resultaban del uso excesivo de insecticidas. Es por ello que
busca principalmente eliminar y evitar el dafio por plagas a través de técnicas en donde se
aprovecha a los depredadores o parasitoides naturales, y solamente en casos extremos y de

ser estrictamente necesario, los insecticidas o plaguicidas (Romero, 2004).

El MIP debe seguir una secuencia establecida en donde se debe tomar en cuenta varios
aspectos como son la planeacién, integracién y aplicacion, evaluacion econdémica y
finalmente una evaluacion ecolégica con la finalidad de identificar y cuantificar el impacto
que ha tenido las tacticas empleadas. Todo este proceso busca disminuir las plagas evitando

atentar contra el ecosistema y alterarlo (Romero, 2004).

1.1.2. Técnicas de control del MIP

1.1.2.1. Control quimico

El control quimico se basa en el uso de insecticidas o pesticidas siempre y cuando sea
estrictamente necesario ya que en ocasiones su uso es de accion rapida lo cual prevendria una

expansion acelerada de la plaga (FAO, 2002).



1.1.2.2. Control bioldgico

El control bioldgico se basa en el uso y aprovechamiento de patdgenos, parasitoides y
depredadores naturales que eliminan o disminuyen notoriamente las plagas (FAO, 2002).
Este control es especifico ya que se vera afectada Unicamente la plaga a la que se quiere
eliminar, ademas de ser seguro tanto para el hombre como para el ecosistema en general
(Rubio & Fereres, 2017).

1.1.2.2.1. Enemigos naturales de plagas

Los principales enemigos de las plagas son los hongos, bacterias, avispas y mariquitas:

o Los hongos controlan y eliminan plagas mediante la colonizacion de sus 6rganos y
tejidos. Por ejemplo, Bauveria bassiana es capaz de eliminar mariposas y coledpteros
(Chiriboga, Gbmez, & Garcés, 2015).

o Las bacterias suelen actuar de diferentes formas. Por ejemplo, Bacillus thuringiensis
reduce el apetito de los gusanos y larvas provocando la muerte de estas (Romero, 2004).

o Las avispas, por su parte, colocan en las plagas sus huevos, impidiendo la expansion
de estas ya que las larvas los consumen como alimento (FAO, 2002).

o Las mariquitas son conocidas debido a que estas se alimentan de pulgones
eliminandolos en grandes cantidades (FAO, 2002).

1.1.2.3. Control biotecnoldgico

El control biotecnoldgico se basa en estimular a la plaga a través de aspectos quimicos o

fisicos como, reguladores de crecimiento, antibioticos, luz, entre otros (FAO, 2002).



1.1.2.4. Control tecnolégico

El control tecnoldgico busca implementar elementos fisicos o tecnoldgicos con la finalidad
de atraer y atrapar a los insectos plaga. Esto se puede realizar mediante trampas, mallas, entre
otros (FAO, 2002).

1.1.2.5. Control ecoldgico

Finalmente, el control ecologico busca atender al cultivo desde el inicio, teniendo sumo
cuidado en los sustratos a utilizar y a lo largo de todo el proceso, incluyendo la cosecha y
poscosecha (FAO, 2002).

1.1.3. Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatogenos abundan en la naturaleza. Se los puede encontrar en el
estiércol, suelo o plantas. Logran un éptimo desarrollo en lugares con poco sol, frescos y
hamedos. Se los cataloga como los controladores bioldgicos de mayor importancia, por la

susceptibilidad de los insectos a contraer enfermedades a causa de estos (Monzén, 2001)
Se ha identificado méas de 750 especies, correspondientes a casi 100 géneros, con capacidad
de causar infecciones a los insectos. Sin embargo, el estudio y uso comercial se ha centrado

en Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecelomyces fomosoroseus (Pucheta,
Flores, Rodriguez, & De la Torre, 2006)

1.1.3.1. Beauveria bassiana

1.1.3.1.1. Caracteristicas

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno que se caracteriza por enfermar a los

insectos plaga produciéndole la muscardina blanca, una enfermedad en donde el hongo



penetra al insecto por la cuticula atacando los tejidos del mismo, desarrollandose
internamente y cubriendo su cuerpo con una capa de micelios y conidios lo cual da una

apariencia de momificacion del insecto (Castillo, y otros, 2012).

1.1.3.1.2. Taxonomia

La tabla 1, resume la taxonomia de Beauveria bassiana:

Tabla 1. Taxonomia de Beauveria bassiana

Reino Fungi
Division Amastigomicotina
Sub-division Deuteromycotina
Clase Hyphomycete
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Beauveria
Especie Bassi\a}n{i (Ba_lsamo)
uillemin

Fuente: (Noboa & Quelal, 2015)

1.1.3.1.3. Morfologia

“Beauveria bassiana, es un hongo imperfecto, posee hifas septadas que contienen las
estructuras reproductivas denominadas conidiéforos, sobre los cuales se desarrollan las
conidias” (Hernandez & Berlanga, 1999, pag. 1). Este hongo tiene la apariencia de algodon
blanco, cambiando a amarillo mientras se desarrolla y culminando con un color crema
polvoriento (Noboa & Quelal, 2015).



1.1.3.2. Metarhizium anisopliae

1.1.3.2.1. Caracteristicas

Metarhizium anisopliae es uno de los principales hongos entomopatogenos debido a que
cuenta con un rango muy amplio en cuanto a los insectos que puede infectar, por lo cual es
utilizado con mayor frecuencia como bioinsecticida. Ademas, al igual que Beauveria
bassiana, este hongo penetra al insecto, desarrollandose internamente y cubriendo su cuerpo
con una capa de micelios y conidios, atacando principalmente a las plagas de lepiddpteros lo
cual resulta en una gran importancia agricola (Jiménez, Gutiérrez, Rosas, Lopez, & Sainz,
2015).

1.1.3.2.2. Taxonomia

La Tabla 2, resume la taxonomia de Metarhizium anisopliae.

Tabla 2. Taxonomia de Metarhizium anisopliae

Super reino Eukaryota
Reino Fungi
Sub-reino Dikarya
Filum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Geénero Metarhizium
Especie Anisopliae
Nombre binomial Metarhizium anisopliae
Nombre comun Hongg de la
muscardina verde

Fuente: (Gandarilla, 2012).



1.1.3.2.3. Morfologia

“Metarhizium anisopliae presenta 6ialideséro ramificado, conidias cilindricas a ovales que
se forman en cadenas originadas en fialides. Las conidias son producidos en sucesion

basipétala, estando la conidia mas joven en la base de la cadena” (GOmez et al,. 2014).

1.1.3.3. Paecelomyces fomosoroseus

1.1.3.3.1. Caracteristicas

Paecelomyces fomosoroseus es un hongo entomopatégeno que se caracteriza por tener
tolerancia a una gran variedad de pesticidas. Es por ello que suele ser utilizado en programas
de MIP. Este hongo suele ser utilizado mayoritariamente en controlar la mosquita blanca, la

mariposa del dorso del diamante, las termitas y las mariposas del durazno (Castillo, 2002).

1.1.3.3.2. Taxonomia

La Tabla 3, resume la taxonomia de Paecelomyces fomosoroseus.

Tabla 3. Taxonomia de Paecelomyces fomosoroseus

Phylum Eumycota
Subdivision Deuteromycetes
Clase Deuteromycetes
Subclase Hyfomycetidae
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae

Fuente: (Castro, 2010).



1.1.3.3.3. Morfologia

“El género Paecilomyces sp. presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas, de paredes
delgadas. La mayoria presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas,
llevan en su parte terminal en cada rama grupos de 7ialides, las cuales pueden ser solitarias”
(Chan, 2009, pag. 16).

1.1.4. Modo de accion de los hongos entomopatdgenos

En la Figura 1, se observa el modo de accion de los hongos entomopatogenos. Este se basa

en ocho etapas descritas a continuacion.

Adhesion: Fuerzas elécroliticas
"% Q«:M
] P o
® Qﬁ/ To OAZQ Apresorio
£ :{ j 00 vieste 12-20

eng;. ™=  Quitinasa

~ | 00w Grapa de penetracién
\ o Animales Germinaciy, Lipasas
Reproducclw 0 Misties S \\ waias v Proteasas
24a48h 2 N Peay, "

£ _ 6-12h

~

j n.:.:m::s N Pt?cutic.ula
Triqueas ¥ S Epidermis
¥ 3 Preduccién ¢ g 1
LTy e <
2
ema nerviese
central
e ¥ rate stive

3 a8 dias

Figura 1. Modo de accién de hongos entomopatdgenos

Fuente: (Gomez et al,. 2014).
1.1.4.1. Adhesion
El hongo se adhiere a la pared del insecto a través de las esporas, las cuales son colocadas en

la superficie del mismo. Estas pueden llegar a través del ser humano, animales, lluvia o del
viento (Téllez et al., 2009).



1.1.4.2. Germinacion

Los conidios germinan e inician el desarrollo de un tubo germinativo para posteriormente

formar un 6rgano apresorio el cual le permitira sujetarse al insecto (Téllez et al., 2009).

1.1.4.3. Penetracion

La penetracion del hongo al insecto se da en un tiempo promedio de 10 horas. Este proceso
se produce por la accion de mecanismos tanto fisicos como quimicos. Los mecanismos
fisicos incluyen la mecano presion que el tubo germinativo ejerce sobre la cuticula, el cual
rompera las membranas de la misma. A este evento le sigue la digestién quimica a través de
las enzimas quitinasas, lipasas y proteasas. Estas proteinas degradaran los tejidos de la

cuticula facilitando le penetracién del hongo en el insecto plaga (Gomez et al,. 2014).

1.1.4.4. Produccion de toxinas

Los hongos entomopatdgenos son capaces de producir toxinas con propiedades insecticidas,
estas pueden ser metabolitos secundarios o enzimas como las quitinasas, amilasas,
glicogenasas y lipasas. Dichas toxinas son expulsadas en el interior del insecto ocasionando
la degeneracion de tejidos, deshidratacion celular y la muerte del mismo (Gomez et al,.
2014). Un ejemplo de ello es la toxina Beauvericina la cual es producida por Beauveria
bassiana, esta inhibe la reaccion del sistema inmune del insecto, ayudando a que el hongo

pueda invadirlo facilmente (Téllez et al,. 2009).

1.1.4.5. Muerte

El insecto muere antes de la colonizacién completa del hongo, debido generalmente a la
destruccion de los tejidos. El tiempo en que ocurre la muerte del insecto esta estrechamente
relacionado con las condiciones ambientales, el insecto y el hongo entomopat6geno utilizado
(Gémez et al,. 2014).



1.1.4.6. Colonizacion

Al morir el insecto, el micelio del hongo coloniza todos sus tejidos y érganos. Este proceso
dura un promedio de 5 dias en donde el insecto no se descompondra debido a sustancias

antibacteriales que produce el hongo (Gomez et al,. 2014).

La figura 2, muestra a una larva infectada por Beauveria bassiana, esta se encuentra en la
sexta etapa de su modo de accion en donde, al haber muerto el hospedero, se multiplican las
hifas invadiendo la totalidad de los tejidos del insecto. Es por ello que tiene un aspecto de
momia (Téllez et al,. 2009).

Figura 2. Muerte de larva ocasionada por Beauveria bassiana

Fuente: (Téllez et al,. 2009).

1.1.4.7. Esporulacion

La produccion de esporas se da en 48 horas después de que las hifas del hongo han emergido
al exterior del insecto. Este tiempo variara dependiendo de la humedad ambiental (Gomez et
al,. 2014).

1.1.4.8. Diseminacion

Finalmente, las esporas producidas seran esparcidas a nuevos insectos a traves del ser

humano, animales, lluvia o del viento (Gémez et al,. 2014).



1.1.5. Métodos de aislamiento de Hongos Entomopat6genos

El aislamiento de hongos entomopatogenos se basa en obtener y aislar el hongo de un inéculo,
el cual por lo general puede ser parte de una planta, insectos, o suelo. Una consideracion de
suma importancia durante el proceso de aislamiento de hongos es tener un cultivo monosparico.
Esto se basa en el hecho de que, al realizar un proceso de produccion masiva, el hongo debe
poder desarrollarse vigorosamente y se debe contar con la seguridad de que el cultivo esta libre
de contaminantes. Es importante considerar que el muestreo debe hacerse en zonas libre de

aplicaciones comerciales de estos hongos (Galéan, 2012).

El proceso de aislamiento de hongos entomopatdgenos incluye la coleccidn de la muestra, el
aislamiento mediante insectos, la aplicacion de diluciones seriadas, el aislamiento mediante
métodos selectivos y el establecimiento de cultivos puros en el laboratorio. Finalmente, los
hongos aislados son identificados mediante claves macro y microscopicas 0 mediante

taxonomia sistematica.

1.1.5.1. Aislamiento directo

El aislamiento directo consiste en obtener el hongo del insecto para pasarlo directo al medio
nutritivo, este método va acompafiado de una desinfeccion previa con hipoclorito de sodio (3 —
5%) como manera de eliminar la contaminacion, ya que la contaminacion es una desventaja
caracteristica de este metodo. Se la puede realizar mediante un raspado con un asa sobre la
superficie del hongo — insecto y su inoculacion en un medio sintético. Otra manera de aislar el
hongo directamente del insecto consiste en tomar con una pinza estéril la muestra y realizar

agitaciones en la superficie del medio (Monzoén, 2001).

1.1.5.2. Aislamiento mediante insectos trampa

Esta metodologia depende del suelo y el cultivo que se encuentre en el mismo. EI método

consiste en tomar muestras de la rizosfera de un cultivo de interés y su almacenamiento bajo
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sombra. Segun Gonzalez et al. (2016) es recomendable colocar insectos altamente susceptibles
a especies de entomopatégenos en las muestras de suelo. Mediante esto se reduce
significativamente errores por contaminaciones de otros organismos (Galan, 2012). Una de las
ventajas de este método es la obtencion de cepas con particular especificidad por la accién

directa de insecto —hongo (Berumen, 2017).

1.1.5.2.1. Galleria mellonella

Galleria mellonella es utilizada como un método de aislamiento de hongos entomopatégenos,
ya que puede ser utilizado como un insecto trampa. Galleria mellonella es una plaga lepidoptera
conocida como polillade ceray es unade las causas comunes de la fuga, destruccion de colonias
y disminucién del tamafio del enjambre de las abejas. Su uso recalca en la facilidad de ser criada
en el laboratorio al no requerir alta inversién de tiempo (Restrepo, Arias, & Soto, 2019), y
tener resultados positivos en la evaluacion de hongos entomopatdgenos del género Beauveria y
Metarhizium (De la Cruz, Cortez, Ortiz, Cappello, & Pérez, 2014).

1.1.5.2.1.1. Taxonomia de Galleria mellonella

La tabla 4 resume la taxonomia de Galleria mellonella.

Tabla 4. Taxonomia de Galleria mellonella.

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Insecta
Orden Lepidoptera
Superfamilia Pyraloidea
Familia Pyralidae
Genero Galleria
Especie G. mellonella

Fuente: (Rodriguez, 2015)
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1.1.5.2.1.2. Ciclo de vida de Galleria mellonella

El ciclo biologico de Galleria mellonella es corto, durando aproximadamente 6 semanas,
sobre todo en condiciones constantes de humedad y alta temperatura que se pueden generar
en el laboratorio. Como se observa en la figura 3, el ciclo de vida de Galleria mellonella
inicia con los huevos depositados por los adultos en las celdas de colmenas. Las larvas
emergeran en un promedio de 4 dias (Rodriguez, 2015). En los proximos 19 dias, las larvas
se desarrollaran y estaran listas para empupar siempre y cuando se encuentren a una
temperatura 6ptima de 32°C. Cuando la temperatura es muy baja pueden tardar hasta 4 — 5
meses para alcanzar el estado de pupa. A continuacion, bajo condiciones ambientales
adecuadas, los adultos saldran del capullo en aproximadamente 12 dias para reproducirse y

comenzar un nuevo ciclo (Rodriguez, 2015).

~ ﬁ S 1

Huevo

S
L
\ N~

Pupa Pre pupa

Figura 3. Ciclo bioldgico de Galleria mellonella

Fuente: (Bazan & Wilson, 2017).

1.1.5.3. Dilucioén seriada

Consiste en introducir un insecto infectado por el hongo y que haya esporulado, en un tubo de
dilucién con 10 ml de agua estéril y Tween 80 al 0,1%. De la solucion concentrada del indculo

se preparan diluciones (107, 102,103, 104, 10°, 10°%). Por Gltimo, para la obtencion del hongo
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se debe sembrar en el medio de cultivo las Gltimas diluciones (104, 10°, 10 (Gonzalez,
Aguilar, & Rodriguez, 2012).

1.1.6. Caracterizacion
1.1.6.1. Caracterizacién macroscépica

La caracterizaciébn macroscopica se basa en observar y analizar las caracteristicas de los
hongos entomopatdgenos sin necesidad del uso de microscopio. Las caracteristicas para
observar incluyen aspectos como el color (por ambas caras), la textura, la formay el tamafio
de la colonia formada por el hongo entomopatogeno sobre un medio de cultivo (Castillo,
2002).

Beauveria bassiana y Paecelomyces fomosoroseus se caracterizan por tener colonias de color
blanco que van cambiando a tonos cremas o rosado y con la edad se tifien de un color gris.
El revés de P. fomosoroseus suele ser amarillento cambiando a un color naranja, mientras
que de B. bassiana es de color amarillo y en el centro rojizo. En la figura 4, se puede observar
la morfologia macroscépica al derecho y revés de, Paecelomyces fomosoroseus, en la

columna izquierda y Beauveria bassiana, en la derecha (Caredo, 2004).

Figura 4. Morfologia macroscopica de Paecelomyces fomosoroseus y Beauveria bassiana.

Los paneles A 'y C corresponden al crecimiento de Paecelomyces fomosoroseus observados

por el derecho y revés, respectivamente. Los paneles B y D corresponden al crecimiento de
Beauveria.

Fuente: (Cafedo, 2004).
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A diferencia de estos, Metarhizium anisopliae forma colonias de un color verde o amarillo
verdoso, el cual va oscureciéndose con la edad, mientras que su color por el revés es marron
o verdoso (figura 5). La contextura de estos hongos entomopatégenos suele ser algodonosa

0 polvorienta (GOmez et al,. 2014).

Figura 5. Colonias de Metarhizium anisopliae

Fuente: (Gomez et al,. 2014).

1.1.6.2. Caracterizacién microscopica

En la caracterizacion microscopica se observa y diferencia los hongos entomopatogenos,
teniendo en cuenta la morfologia de cada uno vistos al microscopio, es decir, los tipos de hifas,

micelios, conididforos y las ramificaciones que presentan (Gomez et al,. 2014).

Beauveria bassiana, como se observa en la figura 6, presenta conidioforos de 2 micras de
didmetro con células conididgenas que forman grupos de grandes tamafios (3 a 5 micras).
Estas células conididgenas a su vez, tienen ramificaciones formando raquis de 20 micras de
longitud, los cuales sujetan a las conidias. Estas conidias se caracterizan por ser globosas y
medir de 2 a 3 micras (Cafiedo, 2004).
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Figura 6. Morfologia microscopica de Beauveria bassiana

Fuente: (Cariedo, 2004).

Paecelomyces fomosoroseus, como se observa en la figura 7, presenta conidiéforos
terminales de 100 micras de longitud. Las 15ialides se encuentran formando grupos de 3 a 6.
Estas tienen una medida de 6 micras de largo. Las conidias son cilindricas con los extremos

redondos y miden de 3 a 5 micras por 2 micras (Cafiedo, 2004).

Figura 7. Morfologia de Paecelomyces fomosoroseus

Fuente: (Frye, 2012).

Metarhizium anisopliae, como se observa en la figura 8, tiene conidioforos ramificados con
2 a 3 ramas por cada septo. El conidiéforo mide en promedio 7 micras. Las 15ialides tienen
forma cilindrica, midiendo 10 micras de longitud. Las conidias son truncadas, cilindricas y
unicelulares las cuales se encuentran formando cadenas de color verdoso. Tienen una medida
en promedio de 6.25 micras (Cafiedo, Manual de laboratorio para el manejo de Hongos

Entomopatdgenos, 2004).
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Figura 8. Morfologia microscépica de Metarhizium anisopliae

Fuente: (Cafedo, 2004).

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General
Caracterizar hongos entomopatogenos presentes en el suelo de diferentes zonas agricolas de

la provincia de Tungurahua.

1.2.2. Objetivos especificos
e Establecer un cultivo puro de Galleria mellonella a nivel de laboratorio.
e Aislar hongos entomopatogenos presentes en diferentes muestras de suelo.

e Caracterizar macro y microscopicamente los hongos entomopatdgenos aislados.

1.3. Hipdtesis

1.3.1. Hipétesis nula
Ninguna de las especies de hongos aisladas de las muestras de suelo es un hongo
entomopatogeno.

1.3.2. Hipotesis alternativa
Algunas de las especies de hongos aisladas de las muestras de suelo son hongos
entomopatogenos
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1.3.3. Sefalamiento de las variables de la hipotesis

1.3.3.1. Variables dependientes
¢ Aislamiento de hongos entomopatdgenos de muestras de suelo
e Caracterizacion macro y microscopica de microorganismos

1.3.3.2. Variables independientes
e Cambios ambientales que permitan un desarrollo éptimo
e Laobservacion permitira caracterizar a cada una de las colonias desarrolladas
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Localizacién

La fase experimental se llevé a cabo en el laboratorio de Cultivo in vitro de la Empresa
BIOSEBORGANICS CIA. LTDA., en el periodo noviembre 2020 — mayo 2021. La empresa

se encuentra ubicada en la Av. Indoamérica km. 6 Sector El Pisque. Ambato — Ecuador.

2.2. Materiales
2.2.1. Material de laboratorio

e Algodén

e Atomizador

e Azade punta

e Bandeja plastica

e Cajas 18iali de plastico

e Cajas 18iali de vidrio

e Cinta masking

e Criovial pléstico

e Cubre objetos

e Jeringuilla

e Larvas de Galleria mellonella
e Ligas

e Lupa

e Marcador sharpie permanente
e Material de vidrio (GLASSCO)
e Mecheros de alcohol

e Micropipetas de 1000 pl y 200 pl
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e Pala

e Palillos de madera pequefios

e Panal de abeja

e Panal de abeja

e Papel aluminio

e Papel calco transparente

e Parafilm

e Pinzas de acero

e Porta objetos

e Puntas plasticas para micropipeta 1000 pl y 200 pl
e Recipientes de plastico con tapa de forma rectangular (capacidad de 2 litros)
e Salvado de trigo

e Toallas absorbentes (Familia)

2.2.2. Reactivos

e Agua destilada

e Azul de Lactofenol al 10%

e Etanol 100% puro (LA CASA DEL QUIMICO)
e Glicerol

e Medio PDA (Papa Dextrosa Agar) (39g/L)

e Rifampicina

e Sulfato de estreptomicina

2.2.3 Tecnoldgicos

e Autoclave
e Calefactor
e Cémara de flujo laminar (ESCO)

e Microscopio electrénico
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2.3. Métodos

2.3.1. Poblacion y Muestra

Se recolectd muestras de la rizosfera de cualquier tipo de cultivo comercial en las parroquias
Pelileo, Quisapincha, Unamuncho y Santa Rosa, pertenecientes a la Provincia de
Tungurahua. Aleatoriamente se muestreo el sitio de interés. Con la ayuda de una pala, se
cavo a una profundidad de 20 cm de la capa superficial y una distancia de 20 — 50 cm del
tallo. En este punto se homogeneizo la tierra, para tomar un kilogramo de muestra en fundas

limpias de plastico rotuladas.

Luego de cada toma se limpio la pala con alcohol y una toalla absorbente, asegurando asi la
asepsia del proceso hasta su llegada al laboratorio. ElI almacenamiento se dio bajo
condiciones de oscuridad y temperatura ambiente. Para la fase de caracterizacion de hongos

entomopatdgenos se utilizaron 22 cepas asiladas de los suelos mencionados en la Tabla 5.

Tabla 5. Datos del lugar de recoleccion

Cddigo de _ )

sislamiento Procedencia de suelo Cultivo agricola
Al Pelileo — TOA Papa
A2 Pelileo — Hodon Papa
A3 Pelileo — Michulsi Papa
A4 Pelileo — Loka Papa
A5 Pelileo — Mariana Papa
A6 Pelileo — P.N.T. Papa
A7 Santa Rosa — Misquilli Maiz
A8 Santa Rosa — Misquilli Habas
A9 Quisapincha — Putugleo Césped
Al0 Quisapincha — Palama Habas
All Quisapincha — Ambayata Césped
Al2 Santa Rosa — El Quinche Frutales
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Al3

Santa Rosa — Bellavista

Sin Cultivo

Al4 Unamuncho — San Jorge Tomate de arbol
Al5 Unamuncho — San Pablo Tomate de arbol
Al6 Unamuncho, San Pablo — Invernadero 1 Apio

Al7 Unamuncho, San Pablo — Invernadero 2 Tomate Rifion
Al8 Unamuncho, San Pablo — Invernadero 3 Tomate Rifion
Al19 Unamuncho — San Jose Tomate de Arbol
A20 Quisapincha — Palama Arveja
A21 Quisapincha — Putugleo Haba

A22 Quisapincha — Ambayata Maiz

A23 Quisapincha — Ambatillo Césped

2.3.2. Cultivo de Galleria mellonella

La primera pareja macho — hembra de este insecto en estado adulto fue provista por el
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Para iniciar el experimento, la
pareja de Galleria mellonella se colocd en un recipiente plastico, el cual en su interior
contenia un pedazo de panal de abeja y una dieta artificial (previamente esterilizada) a base
de salvado de trigo, miel de abejay glicerol. Ademas de esto, se pego papel calco transparente
en forma de abanico en una esquina, para poder visualizar los huevecillos. Para permitir la
correcta provision de oxigeno, se cortd un rectangulo en la tapa del recipiente, la cual se
cubrié con una toalla absorbente. Finalmente, el recipiente se mantuvo en un cuarto a
temperatura de 24 °C (Santos, y otros, 2016). EI monitoreo de esta actividad fue diario para
verificar que los insectos adultos sigan con vida, la disponibilidad de alimento, visualizacion
de los huevecillos o larvas y cualquier novedad existente en el proceso. A los 38 dias se
selecciond las larvas en estadio 5 las cuales fueron empleadas como trampa cebo en la
multiplicacién y deteccion in vitro de hongos entomopatdgenos. Para mantener la siguiente
generacion, se colocaba 5 pupas y 10 larvas en estadio avanzado en un recipiente limpio y

desinfectado con alcohol, repitiendo los puntos mencionados.
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2.3.3. Aislamiento y purificacién de hongos entomopatdgenos

Se desarroll6 por un proceso selectivo mediante la técnica de trampa cebo. Se requiri6 de 20
larvas de Galleria mellonella en estadio 5 por cada 500 gramos de muestra de suelo, las
cuales se depositaron en un recipiente plastico para que se adhieran las esporas a su cuticula.
Se monitore0 diariamente la presencia de la infeccion causada por cualquier hongo o bacteria,
para ello las muestras se trasvasaron a un recipiente hondo, el cual facilité la busqueda de las
larvas en la tierra, hasta que todas hayan muerto, sea por el hongo, bacterias o cualquier otra

causa.

Una vez obtenidas las larvas muertas, se realizd un proceso de desinfeccion para remover la
mayor cantidad de material superficial que se encuentre adherido. Primero con la ayuda de
pinzas estériles, las larvas se sumergieron en agua de llave estéril por 1 minuto, este paso se
realiz6 por duplicado en un vaso de precipitados diferente. Posteriormente, se pasé el material
a etanol al 70 % por 10 segundos, seguido por un doble lavado en agua de llave estéril por 1
minuto. Las muestras lavadas se colocaron en camara humeda. Cada camara himeda consto
de tres — cuatro larvas en una caja 22iali y en el centro algodon humedecido con agua de llave
estéril. A continuacion se sellé con parafilm los contornos de la caja 22iali y se cubrié con
papel aluminio. El ciclo de cada experimento de aislamiento por lo general tomé 7-9 dias a

temperatura ambiente.

Se asilo y purifico los cultivos cuando se observo el crecimiento de los hongos sobre las
larvas. Con ayuda del asa en punta se tomo parte del micelio aéreo y se coloco en una seccion
de una caja bipetri que contenia PDA (39 g/L) + Rifampicina y Sulfato de Estreptomicina.
Las cajas fueron incubadas por 7 dias a 26 °C. El proceso fue repetido hasta observar que en
la superficie del medio sintético crecia sélo un tipo morfoldgico de hongo (Cafiedo & Ames,

2004). En total se obtuvo 22 aislamientos de hongos entomopatdgenos.
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2.3.4. Almacenamiento y conservacion de cultivos puros de hongos entomopat6genos.

La conservacion a largo plazo de los 22 hongos entomopatégenos aislados se realizo por la
transferencia del material de cada cultivo puro hacia un criovial debidamente codificado con
1600 pl de solucion de glicerol 20% (v/v), a -20 °C. También se realizd suspensiones
celulares en tubos ependorf de agua de llave conservados a 4 °C, los cuales sirvieron para la

fase de caracterizacion posterior.

2.3.5. Caracterizacion macroscopica de los aislamientos

A partir del tuvo ependorf de agua de llave se coloco 5 pL en el centro de una caja 23iali con
PDA, la cual fue incubada por 21 dias a temperatura de 27 °C. Se evalué semanalmente el
desarrollo y morfologia del hongo. Los 7 dias iniciales sirvieron para conocer el crecimiento
en cuanto a su color, la forma del borde y pigmentacién que gener6 en el medio. En la

segunda semana se informo el color de su esporulacion.

2.2.6. Caracterizacion microscopica de los aislamientos

Se prepard una muestra pura de cada cultivo de hongo entomopatdgeno empleando un asa de
punta previamente estéril. Se considerd el centro de la caja como mejor punto por la
probabilidad de disponer una estructura reproductiva desarrollada. Una muestra de micelio
se depositd en una pequefia gota de lactofenol (1%) sobre un portaobjetos limpio, y
finalmente se colocd el cubreobjetos. Con la ayuda del microscopio se identifico la estructura
de cada hongo, clasificandolos preliminarmente por el género, gracias al uso de descripciones

y claves taxonomicas (Berumen, 2017).
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Establecimiento del cultivo puro de Galleria mellonella a nivel de laboratorio.

Con la finalidad de aislar hongos entomopatdgenos se implemento la cria de G. mellonella
en condiciones de laboratorio, para lo cual se colocd un pedazo de panal de abeja y una dieta
artificial a base de salvado de trigo (como fuente de proteina, almidon y minerales), miel de
abeja (como una rica fuente de carbohidratos principalmente de glucosa, fructosa y en
menores cantidades aminoécidos, minerales y vitaminas) (Ulloa, Mondragon, Rodriguez,
Resendiz, & Ulloa, 2010), y glicerol (como fuente de carbono). Esta dieta es ideal para el
crecimiento de dicho insecto ya que provee macro y micronutientes escenciales para su
desarrollo (Galan, 2012). Ademas, no se realizd ningin cambio en cuanto a la cantidad de
ingredientes utilizados, ya que la mezcla empleada no afecto el ciclo biolégico normal del
insecto y por consiguiente resulto adecuado para el crecimiento y reproduccion de G.
mellonella. También se colocd un abanico de papel calco transparente con la finalidad de que
las hembras ovopositen y finalmente mueran, dejando su nueva generacion para mantener el

ensayo.

En la Figura 9, se puede observar, en la primera imagen la dieta artificial, junto con el panal
y las larvas. En la segunda imagen de igual forma se encuentra la dieta artificial; sin embargo,
se observa la presencia de los adultos G. mellonella los cuales ya han puesto huevecillos.
Finalmente, en la tercera imagen, la dieta ha sido consumida casi en su totalidad, por lo cual
se inicid con la basqueda de las larvas. Ademas, se observa que se formo una especie de seda,
la cual se produce cuando las larvas de Galleria pasan a la etapa de pupa, ya que se cubre
con ella. En el entorno natural, cuando Galleria infesta panales de abejas, el insecto se
desprendera de la seda al finalizar la etapa de pupa lo cual podria afectar a las abejas ya que
se acumulara e impedira su salida del panal, puesto que pueden llegar a cubrir gran parte de

él (Zapata, Ceballos, Céspedes, Alarcon, & Leyton, 2015).
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Figura 9. A) larvas de Galleria mellonella con dieta artificial y panal, b) presencia de
adultos y huevecillos, ¢) dieta casi consumida y presencia de seda
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La cria de G. mellonella inicié con 5 adultos macho y 5 adultos hembra los cuales, como se
observa en la figura 10, fueron colocados en 5 recipientes, 10 por cada recipiente. Junto a los
insectos se coloco panal de abejas, agua y dieta artificial. EI proceso de cria se mantuvo por
3 generaciones, obteniéndose un total de 250 larvas en cada generacién. De estas, 200
sirvieron para detectar y multiplicar in vivo los hongos entomopatdgenos, mientras que los
50 restantes se utilizaron para continuar con el proceso de crianza de las préximas
generaciones. Las larvas de G. mellonella son cominmente utilizadas a nivel de laboratorio
para el aislamiento de hongos entomopat6genos, debido a que es una especie muy susceptible
para infectarse con hongos. Ademas, es una especie de rapido desarrollo y sencillo
mantenimiento, lo cual ofrece un proceso de aislamiento de bajo costo e idéneo en términos

técnicos (Archuleta, Garcia, & Gaxiola, 2009).

Figura 10. Ejemplares adultos de Galleria mellonella junto con un panal de abejas.

Se observé que el ciclo completo de G. mellonella tarda 50 — 60 dias a temperaturas de 27 —
31 °C. Por otra parte, tom¢ alrededor de 10 dias para que se dé el paso de huevo a larva, 19
— 25 dias para que se forme la pupa, y en 15 -18 dias adicionales se evidencié el adulto
nuevamente. Este ciclo se puede observar en la Figura 11, en donde en a) se observa a G.
mellonella en estado larval, b) la pre-pupa, en c) la pupay finalmente en d) en estado adulto.
Estos resultados son similares y acordes al estudio realizado por Realpe, Bustillo, & Lépez
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(2007), en donde identifico que el ciclo de vida de G. mellonella es de 62 dias a 30°C, en
promedio, teniendo una duracion de 30.4 dias en estado larvario, y de 14.2 a 17.2 dias para

que se forme el adulto.
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Figura 11. Ciclo biologico de Galleria mellonella, pasando por a) larva, b) pre-pupa, c)
pupay d) adulto.

Para el aislamiento de hongos entomopatogenos se emplearon las larvas en el quinto estadio,
debido a que alli estas tuvieron un tamafio éptimo para el ensayo. Hasta llegar a dicho estadio
se colocd agua en un espacio del panal, con laayuda de una jeringuilla, dos veces por semana.
Sin embargo, se presentaron inconvenientes cuando se colocaba demasiada agua puesto que
empezaron a crecer hongos ambientales, por lo cual se desecho el contenido de los recipientes
contaminados. Esto se debe a que G. mellonella es altamente susceptible a infectarse con
hongos, especialmente cuando se encuentra en condiciones de elevada humedad. Ademas,
para que se produzca el desarrollo de una polilla grande, es necesario que se encuentre a una
humedad relativa de 75 a 85%, en caso de que sea superior, el agua estard condensada
provocando la aparicion de hongos que ocasionen la muerte de dichas larvas (Rodriguez,
2015).
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3.1.2. Muestreo en las zonas agricolas de Tungurahua

Se recolectaron muestras de suelo en distintos sectores agricolas pertenecientes a la Provincia
de Tungurahua. Estos fueron en el Canton Pelileo, y en las Parroquias rurales de Ambato:
Quisapincha, Unamuncho y Santa Rosa. Se tomo un kilogramo de cada muestra que fue
colocado en fundas estériles plasticas y llevadas al laboratorio de Cultivo in vitro de la
Empresa BIOSEBORGANICS CIA. LTDA ubicado en el sector El Pisque, en el km 6 de la
avenida Indoamérica (Figura 12)., para proceder a realizar el aislamiento y purificacion de
estas. En total se recolectaron 23 muestras, siendo 6 de Pelileo, 4 de Santa Rosa, 7 de
Quisapincha y 6 de Unamuncho, la localizacién de dichas muestras se observa en la Figura
13, en donde se sefiala cada codigo de muestra con su respectiva ubicacion dentro de la
provincia de Tungurahua.

Aeropueno
Reglonal
Chachoan

Figura 12. Laboratorio de Cultivo in vitro de la Empresa BIOSEBORGANICS CIA.
LTDA

Fuente: (Google-Earth, 2021).
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Figura 13. Mapa de la Provincia de Tungurahua donde se sefialan los sitios muestreados
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3.1.3. Aislamiento y purificacion de hongos entomopat6genos presentes en

diferentes muestras de suelo.

Como se mencioné anteriormente, para el aislamiento y purificacion de hongos
entomopatdgenos se selecciono las larvas de G. mellonella que se encontraban en el
estadio 5 (Figura 14%) debido a que tenian un tamafio adecuado. El crecimiento de las
larvas hasta el estadio 5 tomo 38 dias. Se conoce que el crecimiento de esta larva pasa
por siete etapas, ocurriendo la mayor parte del crecimiento en el quinto y sexto estadio
(Unsal, Ozparlak, & Aktumesek, 2004). A continuacion, las muestras de suelo
recolectadas en las distintas localidades de la Provincia de Tungurahua fueron tamizadas
y colocadas junto con las larvas en un recipiente plastico (Figura 14B). Se monitored
diariamente con la finalidad de identificar la muerte de las larvas debido a contaminacion
por hongos, bacterias o cualquier otra causa. Una vez obtenidas las larvas muertas (Figura
14C) se realizd un proceso de desinfeccion para remover la mayor cantidad de material
superficial que se encontraba adherido, para lo cual se utilizé agua de llave estéril y etanol
al 70% (Figura 14D). Una vez desinfectadas las larvas, se las colocé en cajas 30iali con
algodon humedecido en el centro, sellada con parafilm los contornos y cubierta con papel
aluminio, se dej6 de 7-9 dias a temperatura ambiente. Al observar el crecimiento de
hongos sobre las larvas (Figura 14E) se las aislo en cajas 30iali con medio PDA (39 g/L).
Este es un medio ampliamente utilizado en el aislamiento de hongos, especialmente de
hongos que parasitan insectos, ya que los hongos crecen y esporulan adecuadamente
(Cafiedo & Ames, 2004). Se afiadié Rifampicina al medio de cultivo como antibidtico
para impedir el crecimiento de bacterias en el medio, ya que esta inhibira la formacién
del ARN bacteriano impidiendo su formacion (Egas & Tinajero, 2016). Ademas, el
medio de cultivo fue suplementado con Sulfato de Estreptomicina que igualmente es un
antibidtico que inhibe el crecimiento de bacterias en el medio. Las muestras se incubaron
por 7 dias a 26 °C, y posterior a ello se repitio el proceso hasta obtener cultivos de un tipo
morfoldgico de hongo en el medio (Figura 14F). Todo este proceso de aislamiento se
observa en la Figura 14, en donde se encuentra el procedimiento resultante en orden

secuencial.
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Figura 14. Aislamiento y purificacion de hongos entomopatdgenos A. Larvas en el
quinto estadio, B. Muestras de suelo tamizadas y colocadas con larvas, C. Larvas
muertas, D. Desinfeccion de larvas muertas, E. Crecimiento de hongos, F. Purificacion
de hongos entomopatdgenos
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De las 23 muestras de suelo recolectadas, el 56.52% dieron resultados positivos en cuanto
a la presencia de hongos entomopatégenos, como se observa en la Tabla 6. Este
porcentaje se debe a que se desechd varios recipientes en los que las larvas de G.
mellonella presentaron crecimiento de bacterias u hongos no entomopatégenos. Como se
explico anteriormente, esto se debe a que esta polilla es altamente susceptible a infectarse
con hongos, incluyendo hongos no entomopatogenos, especialmente cuando se encuentra
en condiciones altas de humedad (Rodriguez, 2015). Sin embargo, a pesar de ello, los
resultados obtenidos fueron bastante buenos, ya que frecuentemente hasta de un 10% del
total de muestras de suelo recolectadas permiten aislar hongos entomopatdgenos. La
efectividad del método de aislamiento tiene gran influencia de las condiciones de
temperatura y humedad de los sitios de muestreo, de los cuales depende estrictamente el
crecimiento de los hongos entomopatégenos. Se conoce que Entomopthora sp,
Hirsurtella sp, Verticillium lecanii, Paecilomyces sp y Metarhizium anisopliae, necesitan
generalmente una temperatura menor a 25°C y humedad relativa mayor o igual al 80%
para desarrollarse (Carbonero & Cdrdova, 2014). A esto se afiade el tipo de cultivo del
cual se toman las muestras de suelo, ya que mientras las muestras colectadas sean distintos

tipos, existira mayor variacion y diversidad en cuanto a las especies de hongos presentes.

Tabla 6. Géneros de hongos aislados de las diferentes muestras de suelo

Cadigo de Procedencia de suelo Aislamiento
muestra
Al Pelileo — Toa Beauveria sp., Metarhizium sp.,

Paecilomyces sp.

A2 Pelileo — Hodon Beauveria sp., Metarhizium sp.,
Paecilomyces sp.

A3 Pelileo — Michulsi Negativo

A4 Pelileo — Loka Beauveria sp.

A5 Pelileo — Mariana Negativo

A6 Pelileo — P.N.T. Beauveria sp., Metarhizium sp.,
Paecilomyces sp.

A7 Santa Rosa — Misquilli Negativo

A8 Santa Rosa — Misquilli Beauveria sp.
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A9 Quisapincha — Putugleo Beauveria sp., Metarhizium sp.,
Paecilomyces sp.

Al10 Quisapincha — Palama Negativo

All Quisapincha — Ambayata Negativo

Al2 Santa Rosa — El Quinche Negativo

Al3 Santa Rosa — Bellavista Beauveria sp., Metarhizium sp.,

Al4 Unamuncho — San Jorge Metarhizium sp. Paecilomyces sp.

Al5 Unamuncho — San Pablo Negativo

Al6 Unamuncho, San Pablo — Negativo
Invernadero 1

Al7 Unamuncho, San Pablo — Negativo
Invernadero 2

Al8 Unamuncho, San Pablo — Metarhizium sp
Invernadero 3

Al9 Unamuncho — San José Metarhizium sp.

A20 Quisapincha — Palama Negativo

A2l Quisapincha — Putugleo Metarhizium sp.

A22 Quisapincha — Ambayata Negativo

A23 Quisapincha — Ambatillo Metarhizium sp.

En el estudio realizado por Galan (2012), que tuvo por objetivo identificar hongos
entomopatdgenos de distintas zonas citricolas de México, se determin0d que de 128
muestras recolectadas de suelo, el 24% dio positivo a la presencia de hongos
entomopatdgenos pertenecientes a Metarhizium sp, Isaria sp y Beauveria sp. Contrario a
ello, en otro estudio similar se obtuvo aislamientos de hongos entomopatégenos en el
50% de un total de 30 muestras de suelo que fiueron recolectadas en Ica, Perq,
(Carbonero & Cordova, 2014), lo cual es similar al porcentaje obtenido en el presente

estudio.

En el presente estudio, con base a las caracteristicas macroscépicas de los cultivos, se
determind que los hongos entomopatdgenos aislados pertenecen a los géneros:
Metarhizium sp (Figura 15%), caracteristico por presentar una coloracion verde olivo
oscuro; Beauveria spp (Figura 15B), con una contextura algodonosa blanca, y
Paecilomyces spp (Figura 15C), con una coloracion marron grisacea. Cabe mencionar
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que también se observd la presencia de larvas de G. mellonella contaminadas con

bacterias y hongos ambientales, pero estas fueron desechadas (Figura 16).

Figura 15. Galleria mellonella infectada por hongos entomopatdgenos, A. Metarhizium
sp, B. Beauveria sp, C. Paecilomyces sp

Figura 16. Contaminacién de Galleria mellonella por hongos ambientales y bacterias
(muestra de suelo A11)

Del total de hongos entomopatdgenos aislados de las muestras de suelo recolectadas que
dieron resultados positivos, el 45.45% pertenece a Metarhizium spp, el 31.82% a
Beauveria spp, y el 22.73% restante, pertenece a Paecilomyces spp, como se observa en

la figura 17.
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Figura 17. Porcentaje de resultados positivos a la presencia de hongos
entomopatogenos del total de muestras de suelo recolectadas

En la tabla 7 se muestra un resumen de las cepas aisladas de los tres géneros de hongos
entomopatogenos, se encontrd 4 cepas del hongo entomopatdégeno Beauveria spp en
Pelileo, 2 cepas en Santa Rosa, 1 Quisapincha, Metarhizium spp, se encontrd en Pelileo
3 cepas, Santa Rosa 1 cepa, Quisapincha 3 cepas y Unamuncho 3, finalmente de
Paecilomyces spp se encontré 3 cepas en Pelileo, 1 cepa en Quisapincha y 1 cepa en
Unamuncho. En los Anexos 7, 8 y 9, se encuentran las tablas resumen del aislamiento de

cada hongo entomopatdgeno, junto con la clave de aislamiento que se colocé a cada cepa.

Tabla 7. Resumen de cepas aisladas de tres géneros de hongos entomopatdgenos
encontradas en diferentes zonas agricolas de la Provincia de Tungurahua.

Zona Numerode  Beauveria  Metarhizium  Paecilomyces
Agricola muestras spp. spp. spp.
Pelileo 6 4 3 3
Santa Rosa 4 2 1 0
Quisapincha 7 1 3 1
Unamuncho 6 0 3 1
TOTAL 23 7 10 5
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El porcentaje de frecuencia de aislamiento del hongo entomopatégeno Metarhizium spp
fue el més alto, pero muy cercano al porcentaje obtenido para Beauveria spp. Esto se debe
a que ambos géneros tienen una &mplia distribucion en la naturaleza y son considerados
como dos géneros de facil aislamiento y multiplicacion en laboratorio. Ademas, toleran
mucho mejor las variaciones de temperatura y humedad que otros hongos
entomopatogenos (Elésegui, Jiménez, & Carr, 2006). En el estudio realizado por Galéan
(2012), el mayor porcentaje de aislamientos correspondid a Beauveria spp, seguido por
Isaria spp y finalmente por Metarhizium spp. Estos resultados fueron similares a lo
observado por Hernandez, Espindola, Villalobos, Garcia, & Pefia (2011), en donde se
aislé un mayor porcentaje de Beauveria bassiana, seguido de Metarhizium anisopliae y
finalmente Paecilomyces sp. La variacion observada en el presente estudio puede deberse
a que Beauveria spp se caracteriza por obtenerse mayoritariamente en plantaciones de
café, ya que ataca insectos que se encuentran principalmente en cafetales (Galan, 2012).
Por lo tanto, las muestras pudieron favorecer de cierta forma la presencia Metarhizium
Spp con respecto a Beauveria spp, ya estas no fueron recolectadas de dichos cultivos, sin

embargo. Sin embargo, la variacién observada no es significativa.

Paecilomyces spp, se aisl6 en menor porcentaje con respecto a Metarhizium spp y
Beauveria spp, presumiblemente debido a que este hongo entomopatdgeno se encuentra
mayoritariamente en suelos tropicales y subtropicales. Ademas, para la produccién de
este hongo hay que tener en cuenta varios aspectos a los que es altamente susceptible.
Uno de ellos, y el més importante, se relaciona a los sustratos que son utilizados, ya que
la concentracion de nitrégeno que suplementada al medio de cultivo afecta directamente
al desarrollo del micelio. De forma similar, la relacion C:N que disponga el
microorganismo varian dependiendo de la especie. Por ejemplo, para Paecilomyces
lilacinus se demostrd que necesita de una concentracién de carbono de 12 g/L y una
relacion de 20:1 de C:N; sin embargo se observo que una cepa distinta requirié de una
concentracion de carbono de 8 g/L y una relacion C:N de 10:1 para su desarrollo. La
importancia del adecuado suministro de C:N también afecta la capacidad de
Paecilomyces para suprimir plagas (Samaniego, 2015). Ademéas de los factores
nutricionales, la temperatura éptima de cultivo es otro elemento importante para que

Paecilomyces crezca apropiadamente. Se recomienda una temperatura 28 °C para el
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crecimiento del hongo y de 24°C para que se dé una esporulacion adecuada (Carr,
Eldsegui, & Bel, 2003).

En el presente estudio no se logro aislar otras especies de hongos entomopatdégenos como
aquellas pertenecientes a los géneros Entomopthora, Hirsurtella, Verticillium, o
Lecanicillium, debido posiblemente al muestreo, ya que el nimero de muestras tomadas
fue reducido. Ademaés, cada especie requiere de factores ambientales ideales para su
desarrollo como son el brillo solar, la temperatura y la humedad. Por otra parte, los
moradores de la zona o duefios de los sitios de muestreo pudieron haber colocado
funguicidas sobre los cultivos, lo que disminuye la probabilidad de identificar una mayor

variedad de hongos entomopatogenos (Galan, 2012).

3.14. Caracterizacion de los hongos entomopatogenos aislados

3.1.4.1.  Caracterizacién macroscépica

La caracterizacién macroscopica de los hongos entomopatdgenos aislados se realizd en
base al color de la colonia, forma de su borde y pigmentacion generada en el medio por
el micelio de sustrato, como se observa en la tabla 8, en donde se describen todos estos

parametros junto con la clave establecida a cada cepa.

Tabla 8. Principales caracteristicas macroscopicas de aislados de hongos
entomopatdgenos obtenidos.

Clave de L
) Descripcion Imagen
Aislado
Colonia blanca y polvorienta inicial. Con el
tiempo mantiene su caracteristica inicial.
BBA-01

Micelio irregular. Color reverso amarillo

intenso.
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Colonia blanca y polvorienta inicial, con el
BBA-02 tiempo se torna algodonosa intensa. Micelio

irregular. Color reverso amarillo ligero.

Colonia blanca y algodonosa, con el tiempo se
BBA-03 torna algodonosa intensa. Micelio irregular.

Color reverso amarillo ligero.

Colonia blanca y polvorienta inicial, con el
BBA-04  tiempo se torna algodonosa. Micelio regular.

Color reverso amarillo intenso.

Colonia blanca y polvorienta inicial, con el
BBA-05 tiempo se torna ligeramente algodonosa.

Micelio regular. Color reverso amarillo intenso.

Colonia blanca y polvorienta inicial, con el
tiempo se torna ligeramente algodonosa. Poco
BBA-06 o )
micelio y regular. Color reverso amarillo

intenso.

Colonia blanca y polvorienta inicial, con el
BBA-07  tiempo se torna algodonosa. Micelio irregular.

Color reverso amarillo intenso.
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MTH-01

Colonia blanca y polvorienta inicial, se torna
amarilla verdosa y al final predomina el verde
olivo oscuro. En la zona central presenta
micelio blanquecino de forma regular. Color

reverso amarillo claro.

MTH-02

Colonia blanca y algodonosa intensa, se torna
amarilla verdosa. Micelio inicial abundante,
blanquecino e irregular. Color reverso verde

claro.

MTH-03

Colonia blanca y polvorienta inicial, se torna
verdosa y verde oliva al final. Micelio

blanquecino regular. Color reverso amarillo.

MTH-04

Colonia blanca algodonosa, se torna amarilla
verdosa y al final verde oliva. Micelio
blanguecino regular. Reverso color amarillo

intenso.

MTH-05

Colonia muy algodonosa, color blanca total y
luego verde central. Micelio irregular blanco.

Color reverso amarillo intenso.

MTH-06

Colonia muy algodonosa, color blanca total y
luego verde central. Micelio irregular blanco.

Color reverso amarillo intenso.
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Colonia polvorienta, color blanca total y luego
MTH-07 verde central, esporulacion lenta. Micelio

regular blanco. Color reverso amarillo intenso.

Colonia muy algodonosa, color blanca total y
MTH-08  luego verde central. Micelio irregular blanco

abundante. Color reverso amarillo.

Colonia muy algodonosa, color blanca total y
MTH-09 luego verde central. Micelio irregular

amarillento. Color reverso amarillo.

Colonia muy algodonosa, color blanca total y
MTH-10 luego verde central. Micelio regular blanco.
Color reverso amarillo intenso.

Colonia inicial algodonosa, color violeta claro
PCS-01 vy al final marron grisaceo con micelio irregular.

Color reverso crema.
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Colonia inicial algodonosa, color violeta claro
PCS-02 vy al final violeta grisaceo con micelio irregular.

Color reverso crema.

Colonia inicial algodonosa, color violeta claro
PCS-03 v al final marrdn grisaceo con micelio irregular.

Color reverso crema.

Colonia inicial algodonosa, color violeta claro
PCS-04 y al final gris con micelio irregular. Color

reverso crema amarillento.

Colonia inicial algodonosa, color violeta claro
PCS-05 vy al final marrén grisaceo con micelio irregular.

Color reverso crema.

En cuanto a la caracterizacion macroscopica de Beauveria se observd que existio

variaciones entre colonias; sin embargo, estas no son significativas. Por ejemplo, BBA-

01 presenta una colonia blanca y polvorienta inicial, la cual se con el tiempo, un micelio

irregular y un color amarillo intenso al reverso. Por otro lado, esta caracteristica varia en
las colonias BBA-02, BBA-04, BBA-05, BBA-06 y BBA-07, las cuales inicialmente

presentan una colonia blanca y polvorienta, que con el tiempo se torna algodonosa

intensa. En cambio, BBA-03 presenta inicialmente una contextura algodonosa

convirtiéndose con el tiempo en algodonosa intensa. Otra variacion observada entre

colonias es la coloracion del anverso el cual varia de amarillo intenso a ligero (Tabla 9).
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Tabla 9. Hongos entomopatdgenos aislados en la semana 3

Beauveria Paecilomyces

Metarhizium

Reverso

Anvers
0

Estas caracteristicas coinciden con las establecidas por Garcia, Capello, Lesher, &
Molina (2011), en cuanto a la contextura blanca lanosa o polvorienta, debido a que este
hongo entomopatégeno posee gran cantidad de conidios lo cual le da dicha contextura.
Lo mismo afirma Castillo, et al. (2012) a través de la caracterizacion que realizé del
hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana aislada de Trujillo — Venezuela, en donde
establece su textura polvorienta, cambiando a algodonosa, de color blanco y con una
coloracion amarrillenta en la parte posterior. Este color caracteristico de Beauveria se

observa en la tabla 9.

Metarhizium, por su parte, también presento variaciones entre cepas. MTH-01 y MTH-
03 presentaron una contextura blanca y polvorienta inicial, mientras que MTH-02, MTH-
04, MTH-05, MTH-06, MTH-08 y MTH-09 mostraron una contextura blanca y
algodonosa inicial. MTH-07 presenta una contextura polvorienta. A las 3 semanas de
cultivo, las 4 primeras colonias presentan una coloracion verde olivo oscuro, mientras
que las demas colonias una coloracion verde en el centro. En cuanto a la forma del borde
del micelio, MTH-01, MTH-03, MTH-04, MTH-07 y MTH-10, tienen forma regular, y
las demas cepas micelio en forma irregular. El reverso de las cepas varia de coloracion

entre amarillo y verdoso (Tabla 9).
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Estos datos presentan semejanza con respecto a lo establecido por Garcia, Capello,
Lesher, & Molina (2011), en donde Metarhizium anisopliae muestra una coloracion
variable de verdo oscuro a verde olivo debido a que los conidios maduran. Ademas, estos
tienen un aspecto polvoriento y algodonoso el cual varia entre cepas. De igual forma,
Toscano & Yucailla (2018) reportaron aislamientos Metarhizium de contextura similar,
con bordes del micelio que varian entre regulares e irregulares, presentando una

coloracién amarillenta al reverso de la caja petri.

Paecilomyces presentd caracteristicas similares entre todas las cepas identificadas,
teniendo una textura inicial algodonosa la cual es de color violeta claro, rosaceo, éste va
cambiando a una tonalidad marrén grisaceo a las 3 semanas, presenta un micelio irregular
y color crema al reverso de la caja 43iali (Tabla 12). Esto esta acorde a las caracteristicas
presentadas por Sanchez (2013), quien identifico a Paecilomyces fumosoroseus con una
contextura algodonosa de color rosado claro y micelios irregulares. Por otro lado,
Gonzalez, Rodriguez, & Rivera (2016) establecieron las caracteristicas morfoldgicas de
P. lilacinus y P. fumosoroseus, los cuales varian solamente en la coloracion lila, y crema

respectivamente, con un crecimiento irregular y expandido.

3.1.4.2. Caracterizacion microscopica

En la tabla 10 se describen las principales caracteristicas microscopicas observadas para
los hongos entomopatdgenos aislados y purificados, junto con la imagen de cada cepa.
Beauveria por su parte, no presenta variaciones significativas entre cepas. Se observaron
celulas conidiogeénicas tipicas de la especie, y conidios sub globosos-elipsoidales, lo cual
coincide con lo descrito para Beauveria bassiana, microorganismo que suele presentar
conidios elipsoides, sub globosos o globosos, células conididgenas que presentan bases
globosas, e hifas septadas, hialinas y ramificadas (Contreras & Bustillo, 2019). Garcia,
Capello, Lesher, & Molina (2011), también describieron las caracteristicas
microscopicas de Beauveria bassiana, presentando fialides sub-globosas formando raquis
en zigzag, celulas conididgenas agrupandose irregularmente en racimos, e hifas lisas,

cenociticas. B. bassiana se diferencia de otras especies Beuveria debido a la forma
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esférica y globosa de las conidias (Castillo, et al, 2012), por lo cual se sugiere que los
hongos entomopatdgenos aislados podrian pertenecer a Beauveria bassiana; sin embargo,
es necesario realizar una caracterizacion molecular posterior para identificarlo
adecuadamente.

Tabla 10. Principales caracteristicas microscopicas de aislados de hongos
entomopatogenos.

Clave de L
] Descripcion Imagen
Aislado
Célula conidiogénica tipica de la
BBA-01 especie, conidios sub globosos-
elipsoidales, hifas ramificadas.
Célula conidiogénica tipica de la
BBA-02 especie, conidios sub globosos-
elipsoidales, hifas ramificadas.
Célula conidiogénica tipica de la
BBA-03 especie, conidios sub globosos- b &
elipsoidales, hifas ramificadas. % 3
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Célula conidiogeénica tipica de la
BBA-04 especie, conidios sub globosos-

elipsoidales, hifas ramificadas.

Célula conidiogénica tipica de la
BBA-05 especie, conidios sub globosos-

elipsoidales, hifas ramificadas.

Célula conidiogénica tipica de la
BBA-06 especie, conidios subglobosos-

elipsoidales, hifas ramificadas.

Célula conidiogénica tipica de la
BBA-07 especie, conidios subglobosos-

elipsoidales, hifas ramificadas.

45




Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-01 ]
largas, algunas adheridas

lateralmente.

Conidioforos ramificados en
forma de candelabro con dos o tres
ramas cada uno. Conidios
MTH-02 o o
cilindricos-elipsoidales formando
cadenas largas, algunas adheridas

lateralmente.

Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-03 )
largas, algunas adheridas

lateralmente.

Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-04 )
largas, algunas adheridas

lateralmente.

Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-05 )
largas, algunas adheridas

lateralmente.
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Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-06 )
largas, algunas adheridas

lateralmente.

Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-07 )
largas, algunas adheridas

lateralmente.

Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-08 )
largas, algunas adheridas

lateralmente.

Conidios cilindricos-ligeramente
elipsoidales, formando cadenas
MTH-09 )
largas, algunas adheridas

lateralmente.
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Conidios cilindricos-ligeramente

elipsoidales, formando cadenas

MTH-10 )
largas, algunas adheridas
lateralmente.
Conidioforos ramificados con
PCS-01 S o )
hasta seis fialides, conidio ovoide.
Conidio6foros ramificados con
PCS-02 o o )
hasta seis fialides, conidio ovoide.
Conidio6foros ramificados con
PCS-03

hasta seis fialides, conidio ovoide.
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Las cepas del hongo entomopatégeno Metarhizium no presentan variaciones entre ellas,
formando conidioforos ramificados en forma de candelabro con dos o tres ramas cada
uno, conidios cilindricos-ligeramente elipsoidales formando cadenas largas, algunas
adheridas lateralmente. Esto coincide con lo expuesto por Contreras & Bustillo (2019),
en donde M. anisopliae presenta conidios cilindricos-elipsoidales, conidi6foro que se
ramifica en forma de candelabro y células conididgenas densas. Toscano & Yucailla
(2018), de igual forma caracteriz6 microscopicamente a Metarhizium spp, con conidios
cilindricos que forman cadenas de una coloracion verdoza y largas. Garcia, Capello,
Lesher, & Molina (2011), describié a M. anisopliae con conidios de coloracion verde

oliva, con extremos lisos, redondeados, formando cadenas largas.

Las cepas del hongo entomopatdgeno Paecilomyces, no tienen variaciones entre ellas,
presentando todas las cepas conidiéforos ramificados con hasta seis fialides y conidio
ovoide. Paecilomyces tiene 2 subdivisiones las cuales son Isarioidea y Paecilomyces,
siendo este ultimo no entomopatdgeno, mientras que Isarioidea si es entomopatdgeno.
Dentro de esta subdivision se encuentran 5 especies, las cuales se caracterizan por

controlar plagas. Estas son P. javanicus, P. amoenoroseus, P. farinosus, P. lilacinus, y P.
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fumosoroseus. P. fumosoroseus tiene conidios de una coloracion grisacea rosada, ovoides,
hialinas, ademas de conidiéforos en cadenas largas, fialides cilindricas, y ramificaciones
verticiladas (Chan, 2009), lo cual coinciden con lo sefialado en el presente estudio. De
igual forma Rodriguez & Del Pozo (2003), describe a Paecilomyces fumosoroseus con
conidios cilindricos formando cadenas largas, conidiéforos que forman racimos de 3 a 6

fialides, hifas hialinas y lisas.

3.2.  Verificacion de la hipotesis

Ho # 0 Se rechaza la hip6tesis nula.

Ha = 0 Se acepta la hipoétesis alternativa concluyendo que algunas especies aisladas de

las muestras de suelo pertenecieron a hongos entomopatdgenos.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

La cria de G. mellonella se dio colocando inicialmente 10 adultos macho — hembra por
cada recipiente, siendo en total 5 recipientes. Se adiciono panal de abeja, agua y la dieta
artificial a base de salvado de trigo, miel de abeja y glicerol. El proceso de cria se mantuvo
por 3 generaciones, obteniendo 250 larvas en cada generacion, de estas, 200 sirvieron
para detectar y multiplicar in vivo los hongos entomopatégenos, mientras que los 50
restantes se utilizaron para continuar con el proceso de crianza de las proximas

generaciones.

De las 23 muestras recolectadas de suelo, el 56.52% de éstas dieron resultados positivos
en cuanto a la presencia de hongos entomopatdgenos, siendo el 45.45% perteneciente a
Metarhizium, el 31.82% a Beauveria, y el 22.73% restante a Paecilomyces.
Encontrandose 7 cepas de Beauveria: 4 en Pelileo, 2 en Santa Rosa y 1 en Quisapincha.
10 cepas de Metarhizium: 3 en Pelileo, 1 en Santa Rosa, 3 en Quisapincha y 3 en
Unamuncho. Y 5 cepas de Paecilomyces: 3 en Pelileo, 1 en Quisapincha y 1 en

Unamuncho.

En las caracteristicas macroscopicas se determiné las cepas de Beauveria sp. debido a su
contextura algodonosa de color blanco, micelio irregular y una coloracion amarilla al
reverso. Metarhizium sp. presentd una contextura algodonosa de color verde olivo en el
centro, micelio irregular y una coloracion amarillo verdoso al reverso. Finalmente,
Paecilomyces sp. mostré una contextura inicial algodonosa de color marrén grisaceo,

micelio irregular y color crema al reverso.

En las caracteristicas microscépicas se determing las cepas de Beauveria sp. debido a sus
celulas conidiogénicas tipicas de la especie y conidios sub globosos-elipsoidales.
Metarhizium sp. mostré conidioforos ramificados en forma de candelabro con dos o tres
ramas cada uno, conidios cilindricos ligeramente elipsoidales, formando cadenas largas,
algunas adheridas lateralmente. Finalmente, Paecilomyces sp. presentd conidioforos

ramificados con hasta seis fidlides y conidio ovoide.
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4.2. Recomendaciones

Al momento de realizar la crianza de Galleria mellonella es recomendable no colocar
agua en mucha cantidad ya que provoca la contaminacion por bacterias lo cual disminuye

la efectividad del proceso.

Se debe continuar con la investigacion de la caracterizacion molecular de los hongos
entomopatdgenos que fueron aislados: Beuveria, Metarhizium y Paecilomyces, con la

finalidad de subdividirlos adecuadamente segun la especie a la cual pertenecen.

Se debe realizar ensayos en invernaderos utilizando los hongos entomopatdgenos aislados
colocandolos en plantas que sean de interés en la agricultura, con la finalidad de

comprobar la efectividad en el control de plagas que presenten dichos hongos.

Debido a la posible existencia de alta concentracion de hongos entomopatdgenos en los
sitios de muestreo realizados, se debe continuar con su aislamiento y caracterizacion, lo
cual serviria para obtener cepas a nivel comercial con la finalidad de controlar

biolégicamente las plagas.
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ANEXOS

Anexo 1. Recoleccion de muestras de suelo.

i
Anexo 2. Monitoreo diario de G. mellonella en muestra de suelo.

Anexo 3. Medios PDA
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Anexo 4. Aislamientos y purificaciones de hongos entomopatdgenos
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Anexo 6. Crecimiento de los hongos entomopatdgenos identificados, alo largode 1, 2y
3 semanas

Hongo Semana 1 Semana 2 Semana 3

Metarhizium sp.
(MTH -010)

Beauveria sp.
(BBA-04)

e

Paecilomyces sp.
(PCS-05)

Anexo 7. Beauveria spp. de las diferentes zonas agricolas de Tungurahua

Sector Procedencia de suelo Clave de Aislamiento
TOA BBA-01
. Hodon BBA-02
Pelileo Loka BBA-03
P.N.T BBA-04
Misquilli - H BBA-05
Santa Rosa Bellavista BBA-06
Quisapincha Putugleo - C BBA-07
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Anexo 8. Resumen de aislamientos de Metarhizium spp. de las diferentes zonas
agricolas de Tungurahua

Sector Procedencia de suelo Clave de Aislamiento
Toa MTH-01
Pelileo Hondon MTH-02
P.N.T MTH-03
Santa Rosa Bellavista MTH-04
Putugleo - C MTH-05
Quisapincha Putugleo - H MTH-06
Ambatillo MTH-07
San Jorge MTH-08
Unamuncho San Pablo — Invernadero 3 MTH-09
San José MTH-10

Anexo 9. Resumen de aislamientos de Paecilomyces spp. de las diferentes zonas
agricolas de Tungurahua

Sector Procedencia de suelo Clave de Aislamiento
Toa PCS-01
Pelileo Hodon PCS-02
P.N.T PCS-03
Quisapincha Putugleo - C PCS-04
Unamuncho San Jorge PCS-05
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