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Resumen
El hongo Hirsutella nodulosa Petch es un importante enemigo natural de acaros fitéfagos. En

Costa Rica, durante el 2014 se encontré en diferentes plantaciones arroceras parasitando al dcaro del
arroz Steneotarsonemus spinki Smiley. Lo anterior motivé el interés y la necesidad de evaluar la
utilizacidn de Hirsutella nodulosa en programas de manejo bioldgico e integrado de este acaro plaga.
Para lograr lo anterior se requiere disponer de un medio de cultivo sencillo, econédmico y eficiente que
permita la produccién a gran escala de indculo para realizar aplicaciones inundativas a nivel de campo.
Por esta razén, en la presente investigacion se evaluaron 12 medios de cultivo, sélidos y liquidos, con
diferentes fuentes y concentraciones de nutrientes y estimulantes para el desarrollo de H. nodulosa, con
el fin de determinar cudl medio de cultivo es mas apto para la produccién de propdgulos infectivos.

El efecto del medio sélido sobre el crecimiento del hongo fue evaluado como crecimiento radial
en el tiempo y produccidn de conidios, mientras que para el desempefio de los tratamientos liquidos se
evalud la produccion de blastosporas y micelio. Los resultados mostraron que en todos los medios
nutritivos se produjo crecimiento del hongo; sin embargo, existieron diferencias significativas entre los
mismos y con respecto al testigo absoluto (medio agar agua). En el caso de los medios sélidos, los
mayores crecimientos radiales, sin existir diferencias significativas entre ellos, se dieron en los medios
de cultivo V8 (8,33 £ 0,73 mm) entre los 27 y 34 dias después de la inoculacidn, seguido del medio H +
quitina (7,0 £ 0,69 mm) entre los 30 y 34 dias, y medio papa + zanahoria (6,50 * 0,73 mm) a los 34 dias.
En cuanto a los medios liquidos, los medios H y medio E fueron los que presentaron mayores
concentraciones de blastosporas en menor tiempo; no obstante, el medio E continud produciendo
blastosporas durante mds tiempo.

La reproduccién del H. nodulosa en medio bifasico (uso de inéculo producido en medio liquido +
matriz sélida de arroz) fue evaluada como parte del proceso de escalamiento productivo del hongo. Los
resultados indicaron que la produccion de conidios por gramo de arroz fue diferente en funcién del

medio liquido donde se produjo el indculo (constituido por blastosporas); por ejemplo, la produccién de
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conidios en la matriz de arroz fue mayor cuando el inéculo provino del medio glucosa + maltosa (169,5
conidios/g arroz), seguido por PDA (137 conidios/g arroz), y medio E (70,5 conidios/g arroz).

El analisis econdmico de la produccién de H. nodulosa en los diferentes medios reveld que el
medio de cultivo sélido con la mayor rentabilidad fue el medio H + quitosano, con una relacién
costo/rendimiento de 0,28 colones por cada millén de conidios. Por otro lado, el medio de cultivo
liguido mas rentable fue el medio E con una relacién costo/rendimiento de 0,12 colones por cada millon
de blastosporas. Lainformacion indicé que, entre mas conidios o blastosporas se producen, el medio se
vuelve mas rentable.

Con los datos obtenidos de la evaluacién de medios sélidos, liquidos y produccidn bifasica, se
propuso el siguiente protocolo para optimizar la reproduccién de H. nodulosa: 1- purificacién del indculo
en alguno de los siguientes medios sélidos: H1, H2 o medio E; 2- fermentacién entre los 2 y 11 dias
utilizando alguno de los siguientes medios liquidos: PDA, SDA, E, H + quitina, H + quitosano, H1, H2 y
glucosa + maltosa; y 3- inoculacion de arroz esterilizado como sustrato sélido, permitiendo un tiempo de
crecimiento y desarrollo del hongo de 10 dias para obtener la mayor concentracién de conidios (entre
los 50 y 170 conidios/g arroz).

Finalmente se establecen algunas consideraciones practicas para incorporar el uso de H.
nodulosa como controlador bioldgico de S. spinky en una estrategia de manejo integral de plagas en
plantaciones de arroz, éstas incluyen aspectos de monitoreo, momentos de aplicacién, uso de

plaguicidas y otros.
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Abstract

Hirsutella nodulosa Petch is an important natural enemy of phytophagous mites. In Costa Rica,
in 2014 H. nodulosa strains were isolated from rice plantations, in which they were parasitizing
individuals of the rice mite Steneotarsonemus spinki Smiley. The finding triggered motivation and
interest to commence a deeper investigation on the fungus, aiming its incorporation in an integrated
pest management to control S. spinki and other plagues as a biological control tactic. To achieve this, it
is necessary to reproduce the fungus in an efficient and affordable culture media, so as scaling up
production of the inoculum to obtain massive concentrations of propagules for inundative applications
in the field. In this study, | evaluated 12 types of culture media; both, solid and liquid media that
contained different sources and concentrations of nutrients and growth stimulants, to determine the
most suitable to produce infective propagules of H. nodulosa.

The efficiency of solid culture media was assessed by measuring radial growth through time and
production of conidia by H. nodulosa. The efficiency of liquid culture media was assessed by measuring
production of blastospores and mycelium. The results evidenced that the fungus grew in all culture
media, however, there were significant differences among growth rates according to culture media
types and with respect to the absolute control (water agar medium).

In the case of solid culture media, the largest radial growths, with no significant differences
among them, occurred in the V8 culture medium (8.33 + 0.73 mm) between 27 and 34 days after
inoculation, followed by H + chitin medium (7.0 £ 0.69 mm) between 30 and 34 days, and potato +
carrot medium (6.50 = 0.73 mm) at 34 days. Regarding the liquid media, H. nodulosa produced the
highest concentrations of blastospores in the shortest periods of time in H and E media; however, the
fungus produced blastospores for a longer period in E media.

The reproduction of H. nodulosa in biphasic medium (inoculum produced in liquid medium +

solid rice matrix) was evaluated as part of the scaling up reproduction process of the fungus. The results
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indicated a differential rate of conidia production per gram of rice according to the liquid medium where
the inoculum (blastospores) was produced. For example, the production of conidia in the rice matrix was
higher when the inoculum came from the glucose + maltose medium (169.5 conidia/g rice), followed by
PDA (137 conidia/g rice), and E medium (70.5 conidia/g rice).

The economic analysis of biomass production by H. nodulosa in the culture media revealed that
the most profitable solid culture media was H + chitosan medium, with a cost/benefit relation of 0.28
colones per million conidia. On the other hand, the most profitable liquid culture medium was E medium
with a cost/benefit relation of 0.12 colones per million blastospores. The data indicated that the more
conidia or blastospores are produced, the more profitable the culture medium becomes.

According to the information on the performance of H. nodulosa, obtained from the
assessments of solid, liquid and biphasic culture media, the following protocol was proposed to optimize
the reproduction of the fungus: 1- purification of the inoculum in one of the following solid culture
media: H1, H2 or E ; 2- fermentation for 2 to 11 days in one of the following liquid culture media: PDA,
SDA, E, H + chitin, H + chitosan, H1, H2 or glucose + maltose; and 3- inoculation of sterilized rice as solid
substrate, and incubation period of 10 days to obtain the highest concentration of conidia (between 50
and 170 conidia/g rice).

Finally, the document describe some practical considerations to incorporate the use of H.
nodulosa as a biological controller of S. spinky in an integrated pest management strategy in rice

plantations, these include aspects of monitoring, application times, use of pesticides and others.
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Capitulo I: Introduccién

Antecedentes

El acaro fitéfago Steneotarsonemus spinki Smiley (Acari: Tarsonemidae) causa severos dafios en
el cultivo del arroz de manera directa (por produccion de toxinas) e indirecta (por diseminacion de
microorganismos patégenos) (Ramos y Rodriguez, 2000; Almaguel, et al., 2002; Garcia, et al., 2002;
Santos, et al., 2004), produciendo cuantiosas pérdidas (5 — 90% de la produccion) (Ou, et al., 1977; Jiang,
et al., 1994; Chengy Chiu, 1999; Almaguel, et al., 2000; Rao, et al., 2000; Ramos y Rodriguez, 2001; Xu,
et al., 2001; Garcia, 2005). Los dafios causados por S. spinky son criticos en paises como Costa Rica,
debido a que el arroz constituye uno de los principales alimentos de la dieta basica de los costarricenses.
A pesar de la importancia de esta afectacién y los esfuerzo realizados, el dcaro ha sido dificil de controlar
mediante métodos quimicos (acaricidas), debido a que estas sustancias no alcanzan a penetrar al
interior de la vaina de la hoja y en las espigas, lugares donde se ubican (alimentan) los acaros. Por otro
lado, el uso continuo de acaricidas ha promovido el desarrollo de resistencia en estos organismos como

respuesta de supervivencia ante condiciones adversas (Rosas, et al., 2003).

Justificacion

En la naturaleza los 4caros fitdfagos presentan varios enemigos naturales, entre los que
destacan los hongos acaropatdgenos, especificamente los entomophtorales y deuteromicetos
(Chandler, et al., 2000; Van Der Geest, et al., 2000). Estos hongos pueden causar importantes descensos
en las poblaciones de acaros (Roberts y Campbell, 1977). Sin embargo, los cambiantes factores
ambientales (temperatura, humedad y la radiacion solar), afectan directa o indirectamente la
persistencia y la sobrevivencia de este tipo de hongos. De manera que, para compensar la mortalidad

natural y maximizar su sobrevivencia en el ambiente, muchas de estas especies producen elevadas



cantidades de esporas; clamidosporas, blastosporas y otras estructuras de resistencia, ademds de
exudados y toxinas como bien lo menciona Rosas, et al. (2003).

Dentro de los deuteromycetes, el género Hirsutella ha presentado resultados promisorios para
incorporarse en una estrategia de manejo integrado de acaros fitdfagos, en el marco del principio de la
Agroecologia, que indica que el manejo de organismos no deseados debe basarse en interacciones
naturales de antagonismo. El género Hirsutella comprende mas de 35 especies que atacan acaros, y
otros insectos de los 6rdenes Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Orthoptera y Lepidoptera
(Rosas, et al., 2003). Uno de los mecanismos de accion de Hirsutella sp. es la produccion de la toxina
Hirsutellina B (HTB), lo cual contribuye a que Hirsutella sp. presente amplia variedad de hospederos
porque es inespecifica; ya que ademds de parasitar dcaros como Phyllocoptruta oleivora, produce
mortalidad de diferentes especies de afidos, larvas de Aedes aegypti o Plutella xyllostela (MamLoy, et
al., 1992).

Ademas, de la produccion de HTB, Hirsutella sp. presenta otros mecanismos de accidn; por
ejemplo; la produccidn de redes pegajosas donde los dcaros quedan atrapados, muriendo
posteriormente por inanicion (Cabrera, et al., 2005). Las primeras observaciones de Hirsutella sp.
parasitando acaros se remontan a 1924 por Spears y Yothers, quienes observaron acaros eriéfidos de la
naranja Phyllocoptrupta oleivora parasitados en Florida. En 1949 Fisher y colaboradores describieron
una epizootia causada por Hirsutella thompsonii sobre P. oleivora, donde los eridfidos se tornaban
lentos en sus movimientos y cambiaban de coloracién. En el aiio 2005 Cabrera y colaboradores
evidenciaron la patogenicidad de H. nodulosa contra S. spinki en el cultivo del arroz. Los estudios
realizados por los autores demostraron una mortalidad hasta de un 71% del 4caro, y la presencia del
hongo hasta en un 70% de la poblacién. En Costa Rica durante el 2004, H. nodulosa fue aislado por
Reinaldo Cabrera, investigador invitado de Cuba, parasitando S. spinki; ademas en ese mismo afio fue

recolectado, identificado y conservado en el Laboratorio de Fitoproteccion del Instituto Nacional de



Innovacion y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (INTA) para ser estudiado y reproducido (Leén,
2004). A partir de este momento, se planteé la posibilidad de utilizar este hongo como parte de una
estrategia para el control bioldgico de S. spinky en arroz.

Una desventaja del uso de H. nodulosa en el manejo de S. spinky en arroz, es que su produccion
masiva ha estado limitada por la falta de informacidn que identifique fuentes de nutrientes que puedan
ser utilizados eficientemente por el hongo, de alta disponibilidad para su reproduccién y bajo costo
(McCoy, et al., 1978; Van Winkelhoff y McCoy, 1984). De manera que, tomando en consideracion que H.
nodulosa es actualmente uno de los biorreguladores mds importantes de S. spinki, existe el interés en
buscar nuevas alternativas para su multiplicacién y reproduccion a gran escala.

Para la reproduccidn de hongos acaropatdogenos en medios de cultivo artificiales con fines de
produccién en masa, es necesario proporcionarles los nutrientes necesarios para mantener su capacidad
parasitaria. Por ejemplo, la incorporacion de quito-oligosacaridos (derivados del hidrdlisis enzimatica de
la quitina), al medio de cultivo utilizado como sustrato de fermentacidn para reproduccién de H.
nodulosa ha incrementado la tasa de crecimiento del hongo. Otros productos como la cuticula de
chapulin desproteinizada también han sido utilizados como sustratos para el crecimiento de otros
hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana con éxito (Jiménez, 2016).

Por otro lado, condiciones ambientales especificas, pueden propiciar la produccién de esporas
de propagacion (conidios,) o de esporas de resistencia (clamidosporas) (Estrada y Ramirez, 2019). Toda
esta informacion es relevante en la produccién de enemigos naturales, ya que da la pauta para
desarrollar procesos de escalamiento productivo desde plato Petri hasta fermentacidon en masa, asi
como desarrollo de matrices para reproduccidn y posterior aplicacién en campo, con la finalidad de

ofrecer al sector arrocero costarricense un método alternativo, eficiente de manejo de S. spinky.



Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Proponer y evaluar aspectos técnico-metodoldgicos orientados a la produccién masiva del
hongo entomopatdgeno Hirsutella nodulosa, con el fin de incorporarlo en una estrategia de manejo del

acaro Steneotarsonemus spinki Smiley en el cultivo de arroz.

Objetivos especificos

e Determinar la velocidad de crecimiento de Hirsutella nodulosa en medios de cultivo sélidos con
diversas composiciones para establecer las condiciones nutrimentales en las cuales el hongo
produce biomasa (micelio y conidios) con mayor rapidez.

e Medir la produccion de micelio y blastosporas por Hirsutella nodulosa en medios de cultivo
liguidos con diversas composiciones para establecer las condiciones nutrimentales de mayor
produccién de biomasa.

e Evaluar un sustrato a base de arroz para la reproduccidon masiva de Hirsutella nodulosa con el fin
de obtener un producto y poder determinar aspectos econdmicos relacionados con su

produccién.



Capitulo II: Marco Tedrico

El género Hirsutella Pech 1926 (Deuteromycota: Moniliales)

El género Hirsutella fue descrito por Patouillard en 1892, siendo registrado como un
Basidiomycete de la familia Clavariaceae. Ya para 1920, Speare lo ubicé en el Orden Moniliales (McLead,
1959), el cual contiene una variedad de hongos patégenos aislados de acaros, nematodos e insectos.
Por ejemplo, las especies Hirsutella nodulosa, H. citriformis y H. gigantea, infectan lepiddpteros,
hemipteros y dipteros, produciendo estructuras compuestas de un grupo compacto de conidiéforos
erectos (sinemas), mientras que H. rhossiliensis y H. minnesotensis infectan nematodos fitoparasitos. En
el caso especifico de hongos acaropatédgenos, la mayoria de estudios se han realizado sobre H.
thompsonii (Tigano, et al., 2006).

Diversas especies de Hirsutella infectan dcaros carrofieros, insectos, nematodos fitopardsitos y
acaros (Figura 1). Este género contiene especies con dos tipos de patrones o habitos de crecimiento:
“mononematosas y sinematosas”. Las especies sinematosas a menudo presentan bultos de hifas
ramificados que emergen del insecto con fidlides producidas a lo largo del sinema. Cada fialide tiene la
base ensanchada, la cual se extiende y se va disminuyendo hasta un cuello estrecho, donde se ubica un
Unico conidio cubierto por mucus. El tamafio y forma del conidio hialino varia (MmLoy, et al., 2009). Es
usual encontrar solamente un conidio; sin embargo, ocasionalmente se encuentra dos o mds conidios

producidos por una Unica fidlide (Samson, et al., 1988).



Figura 1. Steneotarsonemus spinki parasitado por Hirsutella nodulosa, cubierto de micelio blanquecino y brillante lo cual le
permite establecerse a las vainas de las hojas del arroz

Fuente: Cabrera, et al. 2005.

Mecanismos de accion de Hirsutella contra acaros

Téllez, et al. (2009) y Quesada, et al. (2009) mencionan que el género Hirsutella produce
muchos compuestos con actividad insecticida y bactericida, tal es el caso de diferentes macromoléculas
(> 5-10 kDa) de naturaleza proteica. También se han aislado de H. thompsonii las proteinas Hirsutellina
A (HtA) e Hirsutellida A aislada (Wei-Zhen, et al. 1995); las cuales son ciclohexadepsipéptidos
antimicobacteriales, ademds se han identificado los alkaloides antimicobacteriales Hirsutellones A-E (Li,
et al., 2010). Estos metabolitos producidos por Hirsutella tienen varios modos de accién y en muchos
casos suelen ser la causa directa de la muerte de los acaros (Liu, et al., 1996), debido a que afectan a las
células especializadas de su sistema inmune. Probablemente este seria el mismo modo de accién que
emplea H. nodulosa para causar la muerte al dcaro S. spinki, ya que hay evidencias que relacionan a la

Hirsutellina A con la muerte de 4caros, debido a la supresidn de su sistema inmune (Liu, et al., 1996).



Hirsutella nodulosa

Hirsutella nodulosa (Figura 2) se ubica dentro de la clasificacion taxondmica Divisidn:
Amastigomycotina; Subdivision: Deuteromycotina; Orden: Coloniales; Familia: Moniliaceae (Minter y
Brady, 1980). Presenta un micelio septado, hialino, liso o verrugoso en tramos no definidos de las
células conidiogénicas, poco ramificado, con hifas de 2,5 a 3,1 ym de anchura cerca de sus bases, las que
se estrechan gradualmente hacia uno o mas cuellos hialinos y muy a menudo con paredes de aspecto
rugoso o verrugoso, monofialidicas con frecuencia polifialidicas con hasta cinco cuellos, pero mas a

menudo entre uno y tres (Cabrera, et al., 2005).

Figura 2. Micelio, células conidiogénicas y conidio de Hirsutella nodulosa (120 x).

Fuente: Ledn, 2019.

Minter y Brady (1980) indican que H. nodulosa tiene un micelio espacioso, abundante, inmerso y
superficial, hialino, lo cual coincide con la descripcidn que brindan Cabrera, et al. (2005). Al microscopio
estereoscopio (32x), los ejemplares de S. spinki afectados por esta micosis parecen estar cubiertos por

una telarafia blanquecina y brillante, formada por el micelio del hongo que los fija a la superficie de la



cara anterior de las vainas de las hojas del arroz (Cabrera, et al., 2005), por lo que resulta facil distinguir
los sintomas de parasitismo, debido a las largas hifas poco ramificadas. H. nodulosa tiene como
caracteristica particular, que una vez que sus hifas invaden el cuerpo del hospedero, salen por los
segmentos corporales y por los extremos de los seis segmentos de las patas (Fisher, 1950, Cabrera, et
al., 2005).

Cabrera, et al. (2005), mencionan que en Cuba las diferencias estructurales y morfoldgicas del
hongo aislado de S. spinki en el cultivo del arroz concuerdan con las sefialadas por Minter y Brady (1980)
para la especie H. nodulosa, presente sobre Zeuzera coffea Nietner. También se ha encontrado en el
cultivo de la guayaba (Psidium guajava) sobre el acaro P. oleivora (Cabrera, 1987a; MmLoy, et al., 1972,
en el cocotero sobre el dcaro Eriophyes guerreronis Keifer (Cabrera y Dominguez, 1987); en naranja
valencia (Citrus sinensis) sobre los dcaros de la familia Tydeidae Kramer, Tydeus californicus Banks,
Lorryia Formosa Cooreman y Polyphagotarsonemus latus atacados por H. thompsonii e H. nodulosa
(Cabrera, et al., 1978b).

Hirsutella nodulosa produce conidios que es la estructura mas comun de reproduccion asexual
de los hongos, y son muy importantes para la dispersién de estos organismos en la naturaleza. Los
conidios son células haploides, genéticamente similares a los progenitores, siendo capaces de generar
un nuevo organismo si encuentran condiciones favorables . Las células que dan origen a los conidios se
denominan células conidiogénicas, las cuales normalmente se localizan en el extremo de hifas
especializadas llamadas conidiéforos (Estrada y Ramirez, 2019). Otra forma de reproduccién asexual es
mediante la formacién de blastosporas (hifas especializadas), las cuales se producen en medios de
cultivo liquidos. Estas estructuras son importantes para la diseminacién o multiplicacion de la especie

(Estrada y Ramirez, 2019) (Figura 3).



Figura 3. Tipos de esporas asexuales.
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Fuente: https://www.diversidadmicrobiana.com/index.php.

La importancia de las blastosporas consiste en que se pueden utilizar para elaborar férmulas que
se pueden utilizar en el control de artrépodos causantes de dafios en la agricultura, debido a su rapido
crecimiento en el medio de cultivo liquido (Garcia-Gutiérrez, et al., 2013). No obstante, la formacion de

blastosporas viables dependera de la composicién del medio de cultivo (Riaz, et al., 2013).

Manejo integrado de las poblaciones del acaro Steneotarsonemus spinki

Debido a los habitos de alimentacién y reproduccidn del acaro del arroz S. spinki, dentro de la
vaina de la hoja de las espigas en formacidn, se presenta el problema para lograr un control efectivo con
acaricidas sintéticos. Una de las practicas enmarcada en el manejo integrado de S. spinki es el control
biolégico con H. nodulosa; sin embargo, el manejo integrado comprende varias tacticas entre las cuales

destacan:
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Prdcticas agronémicas

Se recomienda realizar una desinfeccién antes de la siembra en cada lugar donde se va a
sembrar el arroz, ya que pueden quedar focos de infeccidn de la plaga y es por ello que se indica destruir
las socas o residuos de cosecha, y la limpieza de las areas circundantes (Santos, et al., 2004). La
densidad de siembra que se recomienda es de 100-120 kg y al voleo de 130-150 kg semilla/ha, en
sistema de transplante 15-20 plantas/m?2. La influencia del manejo de agua sobre la poblacién de acaros
es otro factor a considerar, Hernandez, et al. (2005) determinaron que el secano favorecido presenté las
menores poblaciones y en orden ascendente le siguen: el estrés hidrico, el riego, el riego y secano, y por
ultimo el que alcanzé las mayores poblaciones de acaros fue con lamina permanente. Otras
recomendaciones agrondmicas apropiadas son: definir la época de siembra, rotacién de cultivos y no

distribuir la granza en las areas de cosecha (Sanabria, 2004).

Manejo varietal

En Costa Rica a partir del afio 2004 se han realizado estudios sobre la preferencia del dcaro por
las variedades comunmente utilizadas por los productores del pais. Se determiné que se forman tres
grupos de acuerdo con la densidad de poblacidn que presentaron y al dafio encontrado en cada una de
ellas. Para este estudio se evaluaron 16 variedades de secano, como se advierte en la tabla 1 (Ledn,

2008 y Ledn, 2010).
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Tabla 1. Preferencia de variedades de arroz por parte del dcaro Steneotarsonemus spinki.

Grupo 1. Variedades menos Grupo 2. Variedades Grupo 3. Variedades
preferidas medianamente preferidas susceptibles *

Senumisa Hunsa (29) CFX-18 (2643 CR-4102 (10449)
INTA 05 (570) CR-1821(3598 Inarroz (12641)
Fedearroz-50 (1116) CR-5272 (4385) CR-1113 (13355)
Senumisa 3 (1440) CR-4338 (15882)
CR-4477 (1745) Setesa 9 (16301)
Senumisa 2 (1777) INTA 04 (19901)

Palmar 18 (29) Senumisa 4 (21685)

Tempisque (12641)

Fuente: Elaboracion propia.
* Ledn, 2010.

Manejo quimico

Segun los especialistas de la Corporacién Nacional Arrocera (CONARROZ) (2005), antes de elegir
un producto para combatir el 4caro S. spinky, se deben realizar monitoreos periddicos y si se determina
la presencia del mismo en al menos un 10% de los tallos, hay que considerar la aplicacidn de algin
acaricida. La época de aplicacion mas apropiada es desde el inicio del primordio a embuchamiento; el
nivel critico para realizar aplicaciones es cuando ese 10% de los tallos tenga al menos un acaro. Otra
observacién que se ha realizado es que la época critica ocurre en la etapa de emergencia de la panicula.
El momento de la aplicacion varia con la variedad ya que la etapa de desarrollo (fenologia) varia en cada
una de ellas.

Es sabido que el control quimico de S. spinky continda siendo una de las alternativas mas
utilizadas por los productores, pero es muy costoso y ambientalmente peligroso. El uso de insecticidas
no selectivos como piretroides y organofosforados no favorece la presencia de los enemigos naturales
del 4caro. Las aplicaciones terrestres deben hacerse con mezclas de minimo 300 litros/ha y con tractor

preferiblemente.
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Alvarez (2005) indica que el nicho criptico de este dcaro y su corto ciclo generacional, dificulta la
eficiencia de los plaguicidas. Algunos pueden ejercer un control de 5-6 dias y luego las poblaciones se
disparan. Como se menciond previamente, el control quimico del dcaro se dificulta por la ubicacién de

éste en el interior de las vainas de las hojas (Reyes, 2005).

Manejo biolégico

El habitat criptico del acaro obliga a buscar alternativas de controladores que cuenten con la
capacidad de ingresar hasta donde estan los dcaros en las vainas, al aplicar una concentracién adecuada
dirigida al cultivo y a los acaros. En este caso particular, los hongos del genero Hirsutella, con su toxina
Hirsutellina, por su efecto acaricida, son capaces de alcanzar los inaccesibles dcaros y adherirse a ellos
para iniciar el proceso de germinacion, diferenciacion y penetracion causando mortalidad y reducciones

significativas en la poblacion del dcaro S. spinki en el cultivo de arroz.

Aspectos generales del acaro Steneotarsonemus spinki

Steneotarsonemus spinki fue descrito por primera vez en 1967 por Robert L. Smiley de un
material recolectado en 1960 sobre el insecto Sogata orizicola Muir (Tagosodes orizicolus Muir
Hemiptera: Delphacidae) en Baton Rouge, Louisiana, Estados Unidos. Taxondmicante se clasifica en el
Filo: Arthropoda, Subfilo:Chelicerata, Clase: Arachnida, Orden: Prostigmata (Actinedida), Familia:
Tarsonemidae Canestrine y Fanzago, 1877, género y especie: S. spinki Smiley, 1967 (Santos, et al., 2004).

Y N4 n L

Cuenta con un variado niumero de nombres comunes: “acaro blanco del arroz”, “acaro del arroz”, “acaro

L ”

tarsonémido del arroz”, “acaro de la panicula del arroz”, acaro del vaneado del arroz”, “tarsonémido de

arroz”, entre otros. En Costa Rica le [laman el acaro del vaneo del arroz.
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Steneotarsonemus spinki es considerado como la plaga mas importante y destructiva en el
cultivo del arroz, causa dafios directos, ya que al alimentarse en el interior de la vaina de la hoja y en las
espigas, inyecta toxinas y disemina microorganismos que causan dafios secundarios a la planta, tales
como el hongo Sarocladium oryzae (Sawada), el cual causa pudricién de la vaina y manchado del grano
como lo indica el OIRSA (2017), enfermedad conocida como “sindrome de la esterilidad de la panicula
del arroz”, la cual produce un alto porcentaje de vaneo y consecuentemente, pérdidas en los

rendimientos (Ramos y Rodriguez, 2000; Almaguel, et al., 2002; Garcia, et al., 2002; Santos et al., 2004).

Distribucion geografica del acaro Steneotarsonemus spinki

De acuerdo a Teng (1978) los primeros indicios de |la presencia de este acaro en el cultivo del
arroz se registran en Asia en el aino 1930, cuando se menciona que un artropodo pequefio causaba la
esterilidad del arroz en la India, el cual fue identificado en 1978 como S. spinki (Santos, et al., 2004). Asi
mismo Almaguel, et al (2002) indican que este acaro fue encontrado a mediados de 1960 en China,
causando pérdidas en los rendiminetos entre el 30% y el 90 en el cultivo del arroz, en las segundas
siembras (Almaguel, et al., 2002). Smiley, et al. (1993) lo reportan como plaga en los paises de China,
Taiwan y Filipinas (Reissig, et al., 1985; Santos, et al., 2004); Tailandia y Corea (Ho, et al., 1999), asi como
en Sri Lanka (Cabrera, et al., 2002).

A finales de 1997 fue registrado en Cuba, produciendo dafios severos en arroz (Ramos y
Rodriguez, 1998) y de acuerdo con lo que reporta Almaguel (2002) ya para el afio 1998 el acaro estaba
presente en todas las zonas arroceras de Cuba, con afectaciones en los rendimientos entre un 15y 20%
(Almaguel, 2002). Ramos, et al (2001) y Santos, et al (2004) indican que en 1998 fue descubierto en
Republica Dominicana,Haiti y en Puerto Rico en el 2007. En Centroamérica, se reportd en Panama en el
afio 2003, en Costa Rica en el 2004 y en el 2005 en Honduras, Guatemala y Nicaragua. Mientras que en

Ameérica del Sur fue reportada su presencia en el 2005 en Colombia y en el 2006 en Venezuela (Hummel,
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2009). En México se encontro este acaro en el 2006 y en Estados Unidos en el 2007 (Ramos, et al., 2001;
Santos, et al.; 2004). En la actualidad en Costa Rica, el 4caro se encuentra en todas las zonas arroceras
del pais, variando las poblaciones, debido principalmente a la edad del cultivo, momento del muestreo,

variedad que siembran en cada regidn, la temperatura y la humedad relativa®.

Biologia y descripcion del acaro Steneotarsonemus spinki

Este dcaro es un organismo extremadamente pequefio, mide entre 100 y 300 ym. Es hialino,
con facilidad se confunde con agua, mas cuando estd mojada la vaina y solo cuando hay altas
poblaciones se distinguen, pero es casi imposible de ver a simple vista (Ledn, s.f). En las vainas se
encuentran en altas poblaciones de todas sus etapas (huevo-larva-ninfa-adulto). En sus inicios su color

es translicido y a medida llega a la adultez su color cambia a amarillo cremoso (Figura 4).

Figura 4. Acaros en vaina de arroz.

Fuente: R. Ledn, 2018.

ILedn R. Estudio poblacional del dcaro del arroz (Steneotarsonemus spinki) en las regiones Chorotega, Huetar
Norte, Atlantica y Brunca de Costa Rica. 2008. Com. personal.
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La hembra tiene un largo y ancho promedio de 272 x 109 ym. Sus érganos pseudoestigmaticos
son ovoidales Ramos y Rodriguez (2001). El primer par de apodemas es en forma de “Y”. Los apodemas
Il son mads largos y fuertes Ramos y Rodriguez (2001). El macho tiene un largo y ancho promedio de 217

X 120 ym. Ramos y Rodriguez (2001) mencionan que éste se distingue por la presencia de un par de

setas en forma de cuchillo sobre el fémur y la gena IV (Figura 5).

Figura 5. Vista esquemdtica de Steneotarsonemus spinki. A la izquierda, vistas dorsal y ventral de la hembra. A la derecha, vistas
dorsal y ventral del macho.
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Fuente: Hummel, et al., 2009.

Ciclo de vida
El ciclo de vida de S. spinki comprende los estados de huevo (embrionario), larva hexapoda
activa la cual pasa a un estado inactivo que para algunos autores es la pupa, larva quiescente o ninfa
quiescente y el adulto. Las larvas pueden ser transportadas por los machos, para fundar nuevas
colonias, para ello cuentan con una estructura especializada (Santos, et al., 2004). Ramos y Rodriguez

(2001), informan que el ciclo de vida en Cuba varia de entre 5 y 9 dias, mientras que, en Taiwan, Tseng
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(1985) indica que el ciclo oscila entre 16 y 17 dias a 25°C. Estas diferencias pueden deberse a las
condiciones climaticas y varietales.

Los huevos son ovipositados individualmente en cantidades de hasta 160 por hembra, son
blancos translucidos, ovoides y alargados puestos en el interior de las vainas. La duracién de la eclosion
es de aproximadamente dos dias, pero en condiciones de 24 a 29°C la etapa de huevo dura apenas unas
horas (Ramos y Rodriguez, 2001). Las ninfas también son translucidas con una placa blanca en la
extremidad del idiosoma (Reyes, 2005). El estado inactivo (pupa o larva quiescente) presenta la misma

apariencia de larva activa (Reyes, 2005) (Figura 6).

Figura 6. Huevos y ninfas de Steneotarsonemus spinki en vaina de arroz.

Fuente: R. Ledn, 2019.
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La ninfa eclosiona entre los 3 a 5 dias y el adulto sale entre los 6 a 11 dias. Este ciclo puede variar
a medida que aumenten la temperatura y la humedad, situacién que se presenta en las zonas arroceras
del pais (Figura 7). El ciclo de vida oscila entre los 5y 7 dias (CONARROZ, 2005). Esto significa que la
plaga puede presentar hasta casi cinco generaciones por mes, y en los periodos 6ptimos de desarrollo,
en muy pocas semanas sus infestaciones pueden alcanzar altas poblaciones y producir cuantiosos dafios,

si no se le controla con efectividad.

Figura 7. Ciclo de vida de Steneotarsonemus spinki a 25°C.

Huevo Larva
blancos, translicidos, blanca transltcida,
ovoides y alargados tres pares de patas,
(eclosién de 3 dias) cuerpo alargado
(2,22 dias)

Ciclo total (huevo a adulto) Hembra acarreadas por machos adultos
depende de la temperatura: con pata IV, siendo copulada en su
20 °C 11,33 dias madurez sexual y Liberada
25°C 7,69 dias (2,47 dias)

24 °C 7,77 dias,
34 °C 4,88 dias

Fuente: Ramos y Rodriguez, 2000; Santos, et al 2002. Figuras: R, Ledn, 2019.
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En plantas de la variedad Fedearroz-50 y en condiciones de laboratorio a 27 £3°Cy 85 5% H.R,
Toro y Mesa (2015) encontraron que la duracién, en dias, de los estados inmaduros fue: para huevo, 1,4;
para larva, 0,7 para ninfa-pupa de 0,6, de huevo a adulto de 3,5 dias. La hembra presenté un periodo de
oviposicién de 8 dias y una longevidad de 8,9 dias. Se registré una fecundidad de 43 huevos por hembra

y una tasa de oviposicion diaria de 4,43. La relacién hembra: macho fue de 11,5:1 (Toro y Mesa, 2015).

Ecologia de Steneotarsonemus spinki

Habitat y dispersion

El caro del arroz se alimenta y reproduce en las zonas humedas y bien protegidas de la planta,
lo que hace muy dificil su deteccién. Por lo general, alcanza sus mdéximas poblacionales durante la fase
reproductiva del cultivo (Reyes, 2005). En los momentos picos de su desarrollo, puede alcanzar
poblaciones superiores a los 300 acaros por centimetro cuadrado segun Reyes (2005). El viento, el agua
las precipitaciones, altos contenidos de nitrogeno en las plantas, favorecen estos aumentos
poblacionales (Sociedad Entomoldgica do Brasil, 2005; Almaguel, et al., 2003).

Los dafios causados por este acaro pueden ser directos debido a la alimentacidn de los dcaros
provocando en la planta necrosis, deshidratacidn y vaneo; e indirectos por la inyeccidn de toxinas
durante la alimentacidn o diseminacion de fitopatégenos, especialmente hongos (OIRSA, 2017). S.
spinki puede invadir el tejido del cultivo por heridas causadas por la masticacion o perforacién causada
por otros insectos o por otros agentes (Santos, et al., 2004).

Algunos estudios realizados por Quirds, et al. (2006) en Panama, mencionan que entre los meses
de julio y diciembre ocurren las mayores poblaciones del dcaro; y entre enero y julio sus poblaciones

disminuyen, al lograr con ello mayores rendimientos en granos.
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Hospedantes alternos

Gamboa, et al. (2008) determinaron en Costa Rica la presencia de S. spinki en las arvenses
Echinocloa colona, Eleucine indica, Oryza latifolia y Rottboellia cochinchinensis. Alvarez (2004), indica
que S. spinki solo se desarrolla en el género Oryza, que incluye los llamados “arroces contaminantes” y
“arroz rojo”. Sobre la planta invasora Oryza latifolia fueron encontrados huevos, larvas y ninfas de S.
spinki, concluyendo que S. spinki puede completar también su ciclo de vida en ese hospedero (Santos, et

al. 2004; Gamboa, 2009).

Reproduccion de agentes microbianos de control bioldgico

La produccidon masiva de microorganismos con fines de usarse como controladores biolégicos,
implica su reproduccidn en sustratos nutritivos, cominmente proporcionados mediante medios de
cultivo. Los medios de cultivo son mezclas de sustancias quimicas que sustituyen parcialmente las
propiedades nutricionales del hospedante o sustrato natural del hongo a cultivar (Curvelo y Rojas 2010).
La utilidad del medio de cultivo es proporcionar energia al microorganismo, para que desarrolle en la
forma mas normal posible. También Curvelo y Rojas (2010) indican que la mayoria de los hongos se
pueden cultivar de manera sencilla en medios de cultivos adecuados, los cuales deberdn contener
fuentes de carbono, nitrégeno, fdsforo, potasio, magnesio, cobre, molibdeno y otros. En general, las
condiciones de cultivo deben promover el crecimiento dptimo del hongo, entre estas; temperatura

(entre los 20 a 35 °C), pH (de 5 a 6), humedad (Rios, et al., 2008).
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Seleccion de medios de cultivo para reproduccion del acaropatégeno Hirsutella nodulosa

En cuanto a los requerimientos nutricionales de H. nodulosa para su reproduccion en medios de
cultivo, existe muy poca informacidn en la literatura. Una de las experiencias exitosas es la desarrollada
por Cabrera, et al. (2006), quienes evaluaron un medio simplificado a base de soya con azucar turbinada
de cafa con resultados que obtuvieron la produccién de 1,14 g de peso seco de micelio de H. nodulosa
por cada 100 mL de medio (Cabrera, et al. 2006). Dentro de los medios donde se ha obtenido buena
produccién de biomasa, destaca el que consistié en lo siguiente: maltosa 1,5%, glucosa 1%, peptona 1%
y agar al 2% (Cabrera y Dominguez, 1987). Es importante mencionar que la composicidon nutrimental del
medio de cultivo, asi como las condiciones ambientales de incubacién, van a tener una gran influencia
sobre las estructuras que H. nodulosa produce, lo cual se debe considerar en una metodologia de
produccién masiva y su aplicacién al campo. Por ejemplo, hay experiencias de un buen manejo de
insectos al usar blastésporas (Ulloa y Hanlin, 2006), tal es el caso del hongo Iceria fumosoroseus, cuyas
blastésporas causan la mortalidad de todos los estadios de la mosca blanca entre 24 y 48 horas
posteriores a su aplicacién (Lacey, et al., 1999). Por lo tanto, el sistema de produccidon masiva de este
hongo en particular deberia apuntar a la produccion de blastdsporas para aplicacién en campo.

En la practica, definir las condiciones apropiadas de produccién masiva de hongos controladores
biolégicos no es una tarea sencilla; por ejemplo, H. gigantea crece facilmente en el medio sabouraud-
maltosa-agar, pero en este medio el hongo rara vez produce sinemas, y fue generalmente estéril cuando
fue transferido a un gran nimero de medios artificiales estandares, lo cual no resulta conveniente para
su aplicacion en campo. Hirsutella thompsonii, produjo esporulacién sobre todos los medios probados;
sin embargo, en medios con altos contenidos de nitrégeno y bajo contenido de carbono, mostrd un bajo
crecimiento y esporulacion (MmLoy y Kanavel, 1969). Esto tiene implicaciones practicas importantes, ya
gue estudios realizados en campo, indican diferencias en el uso de diversos tipos de estructuras

fungicas. Por ejemplo, H. thompsonii, fue aplicado en forma de suspension de una mezcla de micelio (50
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g/L) y conidios (1x10° ¢/mL), para el control bioldgico del &caro Brevipalpus spp. en Citrus aurantifolia, y
luego de tres aplicaciones el hongo persistid siete meses en las plantas (Rosas y Sampedro, 1992).
Segln Osuna, et al. (2003), los propagulos producidos en caldo sumergido son una buena
alternativa para la produccién comercial de controladores bioldgicos, ya que se requieren 100 veces
menos propagulos para alcanzar mortalidades similares a las logradas con los conidios aéreos. Ademas,
los propdgulos en caldo sumergido se pueden obtener en menos de cinco dias, mientras que para
cosechar los conidios aéreos son necesarios 15 dias de incubacién. Hirsutella spp., tiene buen
crecimiento en medios con extracto de levadura, medios con dextrosa, extracto de malta, parala
uniformidad de crecimiento en laboratorios. Pero no crece en medios a base de dextrosa con las sales
nitrato de potasio o nitrato de amonio. Y para promover una buena efectividad se ha observado que

requiere de nitrégeno orgdnico (MaclLeod, 1959).
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Capitulo lll: Metodologia

Ubicacion del experimento

El aislamiento y reproduccidn de cepas de Hirsutella nodulosa se realizd en el laboratorio de la
Estacion Experimental Carlos Duran del Instituto Nacional de Investigacion e Innovacion y Transferencia
en Tecnologia Agropecuaria (INTA-Costa Rica), ubicada en Tierra Blanca de Cartago. Las condiciones
ambientales del laboratorio fueron: temperatura promedio de 25°C, humedad relativa entre el 70 y
80%, con fotoperiodo de 12 horas. Las condiciones climaticas externas fueron; temperatura entre los 12
y 18 °C, precipitacion media anual entre 100 y 200 mm, evapotranspiracion potencial/afio entre 71 y 105
cm, altitud de 2300 msnm. El lugar se sitUa en la zona de vida clasificada como bosque hiumedo bajo

tropical montano (Holdridge, 1947-1987).

Evaluaciéon de medios sélidos para producciéon de biomasa por Hirsutella nodulosa

Medios de cultivo

Se seleccionaron 12 medios de cultivo diferentes, los cuales fueron consultados en la literatura
disponible o recomendados por investigadores de diversas instituciones, algunos de ellos fueron
modificados para esta investigacion. Los medios utilizados se detallan a continuacion:

Los medios de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y sabourad dextrosa agar (SDA) son medios muy
usados en el aislamiento, reproduccion y estimulacion de esporulacién de hongos entomopatdgenos
(Beauveria, Paecilomyces, Lecanicillium (Verticillium) y Metarrhizium) (Cafiedo y Ames, 2004). Estos dos
medios se evaluaron por ser los medios tradicionales para la reproduccion de hongos.

Los medios E y H fueron sugeridos por el investigador Acardélogo José Luis Rosas de México en
comunicacién personal. Los medios H + quitina, H + quitosano y papa + zanahoria + quitina son

modificaciones del medio H a los cuales se les incorporaron las sustancias sefialadas. La quitina es
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insoluble y es el componente principal del exoesqueleto de los dcaros. El quitosano es un derivado de la
quitina, polimero natural de tipo catiénico, biodegradable y no téxico. Tanto quitina como quitosano se
incorporaron a los medios para promover promover el crecimiento de H. nodulosa. Ambos
componentes fueron suministrados por el Departamento de Polimeros en la Escuela de Quimica de la
Universidad Nacional.

El medio de cultivo H2 fue un medio utilizado por McLeoy, et al. (1972) y se evalué nuevamente
en este estudio. Los medios glucosa + maltosa y papa + zanahoria se incorporaron por sugerencia de la
Bidloga Xiomara Mata del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR), quien realizé pruebas para la
reproduccion de este hongo previamente. También se probd un medio con jugo de vegeteales (V8) para
verificar su efecto como fuente de nutrientes para el desarrollo del hongo. Finalmente se incorporo el

medio agar agua como testigo por ser un medio pobre en el cual el micelio presenta poco crecimiento.

Composicion de medios de cultivo sélidos

La composicién de los 12 distintos medios de cultivo sélidos para la evaluacion de la produccion

de biomasa (crecimiento radial) de H. nodulosa se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Composicion de los medios de cultivo usados para evaluar la produccion de biomasa de Hirsutella nodulosa.

Medio de cultivo Composicion

Agar papa dextrosa (PDA) papa (300 g), dextrosa (20 g), agar (15 g), agua destilada (1 L).

Saboroud papa agar (SDA) saboreaud (5 g), dextrosa (40 g), agar (15 g), agua destilada (1 L).

Medio E dextrosa (10 g), sacarosa (5 g), extracto de levadura (5 g), peptona
(McCoy y Kanavel, 1969) (0,5 g), agar (18 g), agua destilada (1 L).
Medio H + quitina quitina de 60 mesh de camardn (Heterocarpus vicarius), dextrosa (5

g), sacarosa (10 g), extracto de levadura (5 g), peptona (0,5 g), agar
(15 g), quitina 1% (10 g), agua destilada (1 L).



Medio H + quitosano guitosano en escamas u hojuelas de camardn (H. vicarius), dextrosa

(5 g), sacarosa (10 g), extracto de levadura (5 g), peptona (0,5 g),
agar (15 g), quitosano (10 g), agua destilada (1 L).

Medio H1 dextrosa (3 g), sacarosa (10 g), extracto de levadura (0,3 g), peptona
(Dr. José Luis Rosas) (3 g), agar (6 g), agua destilada (600 mL).

Medio H2 dextrosa (5 g), sacarosa (10 g), extracto de levadura (5 g), peptona
(Ing. Reinaldo Cabrera) micoldgica (0,5 g), agar (16 g), agua destilada (1 L).

Glucosa + maltosa maltosa (15 g), glucosa (10 g), peptona (10 g), agar (20 g), agua
(Cabrera, et al., 2004) destilada (1 L).

Papa + zanahoria apa (50 g), zanahoria (50 g), agar (15 g), agua destilada (1 L).

Papa + zanahoria + quitina papa (50 g), zanahoria (50 g), agar (35 g), quitina (10 g), agua

destilada (1 L).

Jugo de vegetales (V8): Jugo V8 (100 mL), agar (9 g), CaCOs (1,5 g), agua destilada (500 mL).
Agar agua (testigo) agar (20 g), agua destilada (1 L).
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Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Preparacién de medios de cultivo sélidos

Para la preparacion de cada uno de los medios de cultivo se realizaron los siguientes pasos

generales:
1. Se pesaron los diferentes componentes segun correspondiera en cada caso.
2. Se mezclaron los componentes en agua destilada y se disolvieron mediante calentamiento.
3. Se agrego acido lactico (25% v/v) para ajustar el pH. El pH final para cada uno de los medios se
presenta en el anexo 1.
4. Se esterilizaron todos los medios en autoclave por 20 minutos a 15 libras de presiény 121°C.
5. Se dejaron enfriar los medios hasta aproximadamente 25 °C.
6. Se vertieron los medios en platos Petri bajo condiciones asépticas.



25

Figura 8. Proceso de preparacion de los diferentes medios nutritivos. A-D) Mezcla de los diferentes nutrientes. E) Medicidn de
pH. F-G) Platos con hongo purificado listo para hacer las inoculaciones.

Fuente: Ledn, 2018.

Para la elaboracion de los medios papa + zanahoria y papa + zanahoria + quitina se prepard un
extracto de papay zanahoria, para esto, las papas y zanahorias se partieron en trocitos y sin pelar se
hirvieron por separado en un beaker de 500 mL, luego se licuaron y la mezcla se pasé por un colador de
tela de manta para obtener una mezcla homogénea o pastosa (sin grumos). Luego se aforé a1 L con
agua destilada.

Para la elaboracién del medio con jugo de vegetales (V8), este se calenté en bafio de maria a 50

°Cy se le agregd 0,45 g de CaCOs, posteriormente se filtrd con tela de manta.

Establecimiento del ensayo de crecimiento de Hirsutella nodulosa en medios de cultivo sélidos

La cepa de H. nodulosa utilizada en este trabajo se aisld a partir de dcaros S. spinki infectados,

recolectados de la zona de Parrita, Puntarenas en el cultivo de arroz. Para contar con el material fungico
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necesario para los ensayos, H. nodulosa se inoculé el hongo en medio H. Para el establecimiento del
ensayo, las bases de los platos Petri con los medios de cultivo sélidos se marcaron previamente con tres
ejes que en angulo de 120 grados entre si, que convergian en el centro del plato (Figura 9). En el punto
de convergencia se colocé un bocado circular de 3 mm de didametro tomado de un cultivo puro (micelio)
de H. nodulosa (de 10 dias de incubacidn), procurando que el micelio hiciera contacto con el medio.
Para cada medio se establecieron seis repeticiones para un total de 72 unidades experimentales. Todos

los platos se incubaron a 25 °C por 34 dias.

Figura 9. Inoculacion de H. nodulosa en medios sélidos. A) Cada medio de cultivo fue inoculado con un bocado circular de H.
nodulosa de 3 mm de diametro. B-C) Platos marcados con tres ejes en diferentes direcciones conteniendo el bocado circular en el
punto de interseccion de los ejes.

Fuente: Ledn, 2018.

Variables evaluadas

Crecimiento radial

Diariamente se observé el crecimiento radial del hongo en los diferentes medios; sin embargo,
la medicion de datos se inicid a los 17 dias de incubacidn, debido a que el crecimiento fue medible solo
en ese momento. A partir de este dia se realizaron mediciones a los 20, 27, 30 y 34 dias. Las mediciones

del crecimiento radial se realizaron con una regla milimétrica con la cual se midié el radio de crecimiento



27

(en mm) en los tres ejes previamente marcados en las bases de los platos. Posteriormente se calculé el

promedio de las tres mediciones debido a que el crecimiento del hongo no siempre fue simétrico.

Produccion de conidios

Las colonias resultantes al final del periodo de crecimiento del hongo a los 34 dias de
incubacién, fueron cortadas y colocadas en Erlemeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de agua destilada
con dos gotas de Tween 20 (monolaurato de polietilenglicol sorbitan). Posteriormente los matraces
fueron ultrasonificados durante cinco minutos y las suspensiones se agitaron en un agitador de vértex

marca Corning para separar o liberar las conidios (Figura 10).

Figura 10. Cosecha de conidios de Hirsutella nodulosa. A) Raspado del medio. B) Suspension de material fungico en agua
destilada + Tween 20. C) Agitacion de las suspensiones de material fungico.

Fuente: Ledn, 2018.

Para determinar el nimero de conidios contenidos en la suspension de cada medio de cultivo, se
tomaron muestras con pipetas estériles graduada de 100 pL, y se procedié a contar las esporas usando
una camara de Levy con rayado de Neubauer (Figura 11). Para esto se seleccionaron 40 cuadros
pequefios de un total de 400 cuadros de 1/400 mm?3, y se estimd la concentracién de conidios por mL

utilizando la férmula N* 1,0 x 10° (N*= cantidad de propagulos). Este valor se multiplic por el
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volumen y dividié por el area de la seccién del medio removido del plato Petri. El conteo se realizo por
duplicado y se reporté la produccidn de conidios/g a los 34 dias de crecimiento en los medios de cultivo

solidos.

Figura 11. Conteo de esporas de Hirsutella nodulosa A) Cémara de Levy. B) Rayado de Neubauer.
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Fuente: Ledn, 2018.

Disefio experimental

Se establecié un disefio en parcelas divididas, donde la parcela principal esta dada por el arreglo
en forma aleatoria de los diferentes tipos de medios de cultivo y sus repeticiones (Figura 12). Se traté
de un disefio factorial con dos factores: 1) tipo de medio de cultivo sélido con 12 niveles: medios de
cultivo diferentes, y 2) para el caso del crecimiento radial se realizaron mediciones en el tiempo con
cinco niveles: cinco fechas diferentes de medicién. Para cada tratamiento se establecieron seis

repeticiones (correspondientes a seis platos Petri por cada medio de cultivo).
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Figura 12. Estructura de parcelas y subparcelas del ensayo de crecimiento de Hirsutella nodulosa en los diferentes medios
nutritivos sélidos.
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Fuente: Ledn, 2018.

Evaluacion de medios liquidos para la produccion de propagulos por Hirsutella nodulosa

Composicion y preparacion de los medios de cultivo liquidos

Los medios de cultivo liquidos fueron los mismos evaluados en fase sélida (12 medios
diferentes), por lo que la composicién y preparacion fue la misma descrita para los medios sélidos en el
apartado anterior, excluyendo en la preparacion el agente solidificante (agar). El ajuste de pH final de

los diversos medios se indica en el anexo 2.

Establecimiento del ensayo de crecimiento de Hirsutella nodulosa en medios de cultivo liquidos

Los medios liquidos se dispensaron en Erlenmeyer de 250 mL, cada matraz contenia 100 mL de
medio de cultivo (Figura 13). Cada uno de los matraces fue inoculado con un bocado de medio de
cultivo H de 3 mm de didametro conteniendo crecimiento micelial de H. nodulosa. Para cada medio se
establecieron seis repeticiones para un total de 72 unidades experimentales. Todos los matraces fueron

incubados en un cuarto de crecimiento a 27 °C durante 22 dias en un agitador orbital (PS LAb Orbital
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Shaker. Model OS 500) a 120 rpm (Figura 14). La produccion de propagulos fue evaluada en siete

distintas fechas con una separacidn de tres dias entre evaluacion, a los 2, 5, 8, 11, 15, 18 y 22 dias.

Figura 13. Inoculacidn de los diferentes medios de cultivo liquidos.

Fuente: Ledn, 2018.

Figura 14. A-B) Produccion de propdgulos por parte de Hirsutella nodulosa en diferentes medios de cultivo liquidos.

Fuente: Ledn, 2018.
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Variables evaluadas

Produccion de blastosporas

Cada dos dias y hasta los 22 dias de incubacién, se tomaron 100 uL de cada medio de cultivo, los
cuales se colocaron directamente en la cdmara de Levy con rayado de Neubauer para realizar el conteo

de blastosporas producidas por H. nodulosa (Figuras 15-16).

Figura 15. A) Cadmara de Neubauer conteniendo la producciéon de blastosporas en condiciones de agitacion orbital producidas en
medio H. B) Escaza produccion de blastosporas en el tratamiento testigo (agar agua). C) Formacidn de micelio en medio H.

Fuente: Ledn, 2018.

Figura 16. A-C) Camara de Neubauer conteniendo blastosporas de Hirsutella nodulosa en medio H + quitosano. Tamarfio
promedio aproximado de las blastosporas es de entre 3,88-7,63 um.

Fuente: Ledn, 2018.



32

Produccion de biomasa

Al finalizar el periodo de incubacién de 22 dias se procedié a comparar la producciénn total de
biomasa = (micelio + propagulos de H. nodulosa). Para separar la biomasa se utilizé la filtracién por
gravedad en papel Whatman #1. El tiempo de escurrido fue diferente para cada medio de cultivo de
acuerdo con la concentracién de biomasa en suspensién (Figura 17). El filtrado se secd en una estufa
por cinco dias a 25 °Cy luego se pesoé (Figura 18). Posteriormente se pesé un gramo de la bioamasa
seca, que fue colocada en 10 mL de agua mas una gota de Tween 20 para realizar conteo de conidios en

camara de Levy y obtener el peso seco promedio de biomasa fungica.

Figura 17. A) Proceso de filtrado. B) Biomasa obtenida luego del filtrado. C) Pesaje de micelio.

Fuente:Ledn, 2018.

Figura 18. Biomasa obtenida de los diferentes tratamientos filtrados con papel de Whatman® y
secados en horno a 25°C durante 5 dias.

Fuente:Ledn, 2018.



33

Disefio Experimental

El experimento tuvo un disefio completamente aleatorizado, donde la parcela principal estuvo
dada por el arreglo en forma aleatoria de los diferentes tipos de medios de cultivo (matraces
Erlenmeyer) y sus repeticiones, y la subparcela estuvo definida por las evaluaciones en el tiempo (Figura
19). Se tratd de un experimento factorial con dos factores: 1) tipo de medio de cultivo liquido (con 12
niveles = medios de cultivo diferentes) y 2) mediciones en el tiempo (con cinco niveles = cinco fechas

diferentes de medicién).

Figura 19. Estructura de parcelas y subparcelas del ensayo de crecimiento de Hirsutella nodulosa en los diferentes medios
nutritivos liquidos.

Fuente:Ledn, 2018.
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Analisis estadistico

Para determinar la influencia de los tratamientos sobre las variables de respuesta medidas tanto
en medios sélidos como liquidos, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) bajo la teoria de modelos
lineales mixtos. El modelo utilizado se describe como:

Yijk= ntai+ v+ 6+ €

con:i=1..12,j =17 ...34,k=1...6
donde
Yiji: variable de respuesta del i-ésimo tratamiento, j-ésima dia después de inoculado (DDI) y el k-ésimo
repeticion.
u: media general
a;: efecto de la i-ésimo tratamiento.
y;: efecto de la j-ésima SDT
8;: efecto adicional (interaccion) para la combinacion de los niveles i de tratamiento y j de tiempo.
&;jk: término de error que se distribuye normal independiente con media cero y varianza constante.

Previamente se comprobaron los supuestos del ANOVA con graficos diagnédsticos (cuantiles de
los términos de error, graficos de residuos y graficos de residuos vs. predichos). Las variables
cumplieron con los supuestos de normalidad y para el cumplimiento de la homogeneidad de varianzas
se ajustaron las funciones de varianza segun los criterios de Akaike (AIC) y de informacién Bayesiano
(BIC). En las variables donde existieron diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realizaron las
comparaciones de medias por medio de la prueba de Di Rienzo, Guzmdn y Casanoves (DGC) (p < 0.05)
permitiendo la formacién de grupos excluyentes y no transicidon entre tratamientos sélidos y liquidos

(Anexos 3y 4).
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Produccion bifasica de Hirsutella nodulosa

Preparacion de matrices

Para realizar la produccién bifdsica de H. nodulosa, se utilizé la metodologia descrita por
Obregdn (2008) (Figuras 20-21). Para ello se colocaron en bolsas de polipropileno 100 g de arroz, y
luego se afiadieron 30 mL de agua destilada. Las bolsas se esterilizaron en autoclave por 20 minutos a
15 libras de presidony 121 °C. Posterior a la esterilizacién se sacudieron las bolsas para que el arroz
guedara suelto. Luego se dejaron reposando hasta que el arroz se enfrid. Una vez frias las bolsas, se
trasladaron a la camara de flujo laminar, en cada bolsa se colocaron 100 mL de indculo proveniente de
los medios liquidos conteniendo blastosporas a una concentracién de 1,3 X 10° propagulos/mL. Se
establecié una matriz bifasica (bolsa) por medio de cultivo evaluado. Todas las bolsas inoculadas se

colocaron en la incubadora durante ocho dias a una temperatura constante de 26 °C.
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Figura 20. Inoculacidn de blastosporas y micelio de los diferentes medios liquidos en matrices de arroz.

Fuente: Ledn, 2018.
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Figura 21. Inoculacién de micelio y propdgulos de los diferentes medios sdlidos en matrices de arroz.

Fuente: Ledn, 2018.

Produccion de conidios

A los ocho dias de incubacidn de las matrices de arroz, se tomaron muestras de
apréximadamente un gramo para determinar la produccidn de conidios. Para esto, las muestras fueron
colocadas en matraces Erlemeyer de 250 mL con 200 mL de agua destilada mdas una gota de Tween 20°®
(al 0,1%). Los matraces se ultrasonificaron por cinco minutos y luego fueron agitados en agitador de
vortex durante un minuto para homogenizar. Para el conteo de conidios, se tomaron 10 ul de la

suspension y se colocaron en la cdmara de Levy. El conteo se realizé en 40 cuadros de 1/400 mm?3y para
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el calculo de la concentracién de conidios/g de arroz se utilizd la férmula N* 1,0 X 10° x volumen total

(N*= cantidad de propagulos).

Calculo de la relacion costo/beneficio de la produccién de Hirsutella nodulosa en matrices bifasicas

Se calculé un analisis de los costos de produccidn para un litro de producto terminado,
elaborado a partir de cada uno de los medios evaluados en esta investigacidn. Se incluyeron los costos
por el uso de insumos y por el gasto de recurso humano directo, excluyendo los costos indirectos, los
gastos administrativos y el consumo de capital fijo.

Los costos por consumo de insumos se calcularon a partir de las dosis recomendadas en los
protocolos del Laboratorio de Fitoproteccién del INTA. Asimismo, se estimé el gasto en recurso humano
a partir de un estudio de tiempos y movimientos de cada proceso de la preparacion de los medios. Se
elabord un estudio de mercado para actualizar los precios de los insumos.

Se fijo el salario del recurso humano en un monto de CRC 370.000,00 equivalente al de un
Técnico del Servicio Civil 1, ademas, a este rubro se le incluyeron provisiones por un 39,82% que
incluyen al aporte patronal a la Caja Costarricense de Seguro Social, el aguinaldo y la péliza del Instituto
Nacional de Seguros. La inversidn total en recurso humano ascendié a un monto de CRC 465.025,94
equivalente a un costo por hora de CRC 2.684,91.

Cada medio en evaluacién posee una combinacién de diferentes componentes y dosis, por lo
tanto, su costo varié. De igual manera, la produccidn de blastosporas en cada medio varid. Al ser la
blastospora el producto final requerido, se consideré la produccidn de estas estructuras por litro de
medio de cultivo como la mejor aproximacion a una variable de beneficio. Por lo tanto, el ratio
constituido por el costo de un litro de medio dividido por la produccién de blastosporas en un litro de

medio, fue el indicador de costo-beneficio utilizado para comparar los tratamientos. La rentabilidad de
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cada medio liquido se calculé relacionando el costo por litro entre la producciéon blastosporas (Anexos 5

y 6).
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Capitulo IV: Andlisis e interpretacion de los resultados

Evaluacién de medios sélidos para produccion de biomasa por Hirsutella nodulosa

Crecimiento radial

Hirsutella nodulosa presentd diferencias en su crecimiento de acuerdo con el tipo de medio de
cultivo utilizado. Estas diferencias fueron evidentes a simple vista (Figura 22). En términos cuantitativos
el crecimiento radial fue mas rapido en los medios de cultivo: V8 (8,33 + 0,73 mm) entre los 27 y 34
dias, seguido del medio H + quitina (7,0 + 0,69 mm) entre los 30 y 34 dias y medio papa-zanahoria
(6,50 + 0,73 mm) a los 34 dias; sin existir diferencias significativas entre estos tres medios (Figura 23).
La velocidad de crecimiento en los medios V8, H + quitina y papa + zanahoria fue muy similar al inicio,
pero a partir del dia 27 el hongo crecié mas rapidamente en medio V8; sin embargo, para el dia 34 el
hongo presentd un crecimiento promedio similar (Figura 23; Tabla 3). En el resto de los medios, el
crecimiento del hongo fue mas lento, presentando en algunos casos diferencias estadisticamente

significativas (P < 0,05) entre estos y con el testigo (medio agar agua).



Figura 22. Crecimiento radial de Hirsutella nodulosa en medios de cultivo sélidos a los 27 dias de incubacion.

Fuente: Ledn, 2018.
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Figura 23. Curvas de crecimiento radial de Hirsutella nodulosa en medios de cultivos sélidos. DDI = Dias después de inoculados
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Letras distintas indican diferencias significativas entre medias (P < 0,05).

Fuente: Ledn, 2018.

Glucosa-Maltosa
Mediio E

Medio H-Quitina
Medio H-Quitosano
Medio H1

Medio H2

Papa-Zanahoria

4444

Papa-Zanahotia-Quitina
PDA

SDA

Testigo

V8

Tabla 3. Crecimiento radial promedio de Hirsutella nodulosa en medios de cultivo sélidos, incubados en cdmara

bioclimdtica.

Crecimiento promedio (mm) en dias

Tratamiento

17 20 27 30 34 X crecimiento
PDA 0,42 c 0,75c¢ 3,87b 3,75b 4,25b 2,61
SDA 0,33¢ 0,18c 0,83c 0,83c 1,25¢ 0,68
Medio E 0,22c¢ 0,29c 3,75b 3,75b  4,50b 2,50
Medio H + quitina 0,70 ¢ 161c 5,09b 7,0a 6,92 a 4,26
Medio H + quitosano 0,10c 0,0c 1,84c 1,39c 3,69 b 1,40
Medio H1 0,78¢c 0,78c 3,33b 3,33b 4,75b 2,59
Medio H2 0,16 c 0,28c¢c 1,08c 1,75c 1,67 c 0,99
Glucosa + maltosa 0,15¢ 0,61c 1,62c 0,67c 1,08 c 0,83
Papa + zanahoria 0,93 ¢ 1,58¢c 5,33b 5,33b 6,50 a 3,93
Papa + zanahoria + quitina 0,33 ¢ 0,75c¢ 3,45b 3,45 5,25b 2,65
Jugo de vegetales (V8) 1,67 c 3,42b 7,50a 7,50a 8,33 a 5,68
Testigo (agar agua) 0,23 ¢ 0,52c 0,92c 0,92c 1,50 c 2,61

Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0.05) entre medias.
Condiciones de incubacion: 26 + 3°C, 43 + 5% HR, y fotoperiodo de 12 horas de luz.

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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El mayor crecimiento radial promedio diario se alcanzé en los medios V8 con 0,84 mm/dia
(Figura 24), seguido de medio H + quitina con 0,63 mm/dia y medio papa zanahoria con 0,58 mm/dia.
Los resultados indicaron que el crecimiento del hongo es favorecido por el aporte nutrimental del jugo
de vegetales (tomate natural, zanahoria, espinaca, lechuga, betabel, apio, berro y perejil), el cual
consiste en 4 g de hidratos de carbono, 380 mg de sodio, 171 pg de vitamina A, ademas proporciona
vitamina C, y minerales como: fésforo, magnesio, hierro y zinc. En el resto de los medios H. nodulosa

crecié mas lentamente a razén de 0,12 a 0,38 mm/dia.

Figura 24. A) Preparacion de medio de cultivo con jugo de vegetales (V8). B-C) Crecimiento del hongo Hirsutella nodulosa en el
medio V8.

Fuente: Ledn, 2018.

Produccion de conidios

Los medios de cultivo donde H. nodulosa que produjeron la mayor cantidad de conidios después
de los 22 dias de incubacién, fueron: medio H + quitosano con 3,19 x 107 conidios/mlL, seguido de
papa + zanahoria + quitina con 3,0 X 10° conidios/mL, PDA con 2,4 X 10° conidios/mL, medio H,
medio H + quitina con 1,3 X 10 conidios/mL y por ultimo los medios H1, H2, glucosa + maltosa y

papa +zanahoriacon 1,6 X 10° conidios/mL (Tabla 4; Figura 25).



Tabla 4. Produccion de conidios por Hirsutella nodulosa en medios de cultivo sdlidos.

Medio de cultivo Numero de conidios/mL
PDA 2,4 x 10°
SDA 8,0 x 10°
Medio E 1,0 x 10°
Medio H + quitina 1,3 x 10°
Medio H + quitosano 3,2 x 107
Medio H1 1,0 x 10°
Medio H2 1,0 x 10°
Glucosa + -maltosa 1,0 x 10°
Papa + zanahoria 1,0 x 10°
Papa + zanahoria + quitina 3,0 x 10°
Jugo de vegetales (V8) 8,0 x 10°
Testigo (agar-agua) 1,3 x 103

Fuente: elaboracion propia, 2018.

44

Figura 25. Estructuras de Hirsutella nodulosa A) En circulo fidlides del hongo, con forma de cabeza de fésforo encendido. B)
Micelio y fidlides obsérvese los conidios adherida a la fidlides. C) Fidlides sin conidio curvado con cuello sinuoso.

Fuente: Ledn, 2021.

De acuerdo con los resultados, la produccién de conidios fue favorecida por la incorporacion de

quitina y quitosano en los medios de cultivo, ya que se estimuld el crecimiento micelial y la esporulacién

de H. nodulosa. Es probable que el quitosano aumentara la adhesidn celular del hongo ya que las

células se adhieren fuertemente y proliferan adecuadamente (Sanchez, 2006) (en comparacién con la

quitina), esto debido a que el quitosano es mas soluble que la quitina, favoreciendo la reproduccion del
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hongo. El quitosano es un tipo de fibra procesada quimicamente de los caparazones de los crustaceos y
se deriva de la quitina mediante un proceso de desacetilacidon quimica o enzimatica (Larez, 2003).

En general, H. nodulosa produjo una baja cantidad de conidios (en comparacidn con otros
hongos). En métodos de control bioldgico se recomienda que el agente microbiano sea usado en
concentraciones del orden de 1,0 X 10 conidios/mL o de 50 g/L de micelio (Rosas y Sampedro,
2006), en caso de una baja produccidn de conidios. En este ensayo la concentracion minima deseada
fue superada cuando el hongo crecié en medio H + quitosano, donde se produjeron 3,2 X
107 conidios/mlL, asi como el medio papa + zanahoria + quitina con 3,0 X 10° conidios/mL, en PDA
con 2,4 x 10 conidios/mL y en medio H + quitina con 1,3 X 10° conidios/mL. En general esta

cantidad minima de conidios se produjo en todos los medios excepto en SDA, medio E y medio V8.

Relacién entre produccién de conidios y micelio por Hirsutella nodulosa

La concentracidn de conidios no fue proporcional a la produccién de biomasa (Tabla 5). Por
ejemplo, la produccién de conidios en medio H + quitosano fue alta (3,2 X 107 conidios /mL),
mientras que la produccion de biomasa fue intermedia (1,54 £ 0,01 g). Esto indica que, en este medio el
hongo de H. nodulosa, invirti6 mayores recursos en la produccién de conidios en comparacion con la
produccién de biomasa, posiblemente como estrategia de supervivencia (Figura 26). Por otro lado, en
medios como el SDA y V8, la biomasa producida fue mayor, pero no la produccién de conidios. En el
medio de V8 se obtuvo una menor cantidad de conidios, en comparacion con otros medios; sin

embargo, la biomasa producida duplicé la obtenida en el medio H + quitosano.
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Tabla 5. Produccién de conidios y micelio por Hirsutella nodulosa en diferentes medios de cultivo sélidos.

Medio de cultivo Numero de Micelio
conidios/mL (Peso seco en g)
PDA 2,4 x 10° 2,83 +0,74
SDA 8,0 x 10° 0,26 + 0,06
Medio E 1,0 x 10° 1,36 £0,12
Medio H + quitina 1,3 x 10° 2,53+0,00
Medio H + quitosano 3,2 x 107 1,54 + 0,01
Medio H1 1,0 x 10° 1,14 £ 0,04
Medio H2 1,0 x 10° 1,24 +0,03
Glucosa + maltosa 1,0 x 10° 1,58 +0,11
Papa + zanahoria 1,0 x 10° 1,31+ 0,09
Papa + zanahoria+ quitina 1,0 x 10° 1,20 + 0,04
Jugo de vegetales (V8) 8,0 x 10° 2,05 +0,73
Testigo (agar-agua) 50 x 10* 0,03 +0,01

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Figura 26. A) Preparado del medio H + quitosano. B-C) Crecimiento del hongo Hirsutella nodulosa en el medio H + quitosano.

_

Fuente: Ledn, 2018.

La adicién de quitina y quitosano en los medios H y papa zanahoria parecen influir de manera
importante en la alta produccién de conidios. Ambas sustancias son polisacaridos y la quitina esta
presente en el exoesqueleto de diversos artropodos incluyendo insectos y acaros, y puede constituir una
fuente de carbono asimilable para H. nodulosa. Es importante considerar que el carbono representa el

50% de la biomasa producida en las fermentaciones (Chong, 2003), por tal motivo es el nutriente de
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mayor concentracién en un medio de cultivo; sin embargo, no todos los microorganismos reaccionan
igual al tipo de fuente de carbono, ya que los requerimientos nutricionales de los microorganismos
varian. De ahi que, para la produccién de hongos entomopatdgenos se han utilizado medios de cultivo
con diversas fuentes de carbono: como glucosa (Chong, 2003; Bidochka, et al., 1987; Thomas, et al.,
1987; Humphrey, et al., 1989), maltosa (Rombach, 1989), sacarosa (Rombach, et al., 1988; Samsinakova,
1966), o quitina (Hegedus, et al., 1990). También pueden ser necesarias algunas vitaminas y otras
sustancias que se hallan presentes en los materiales naturales o artificiales que componen los medios

(Rios, et al., 2008; Curvelo y Rojas, 2010).

Evaluacion de medios liquidos para la produccidn de propagulos por Hirsutella nodulosa

Produccion de blastosporas

En todos los medios de cultivo probados se produjeron blastosporas, cuyas concentraciones
difirieron estadisticamente con respecto al testigo absoluto constituido por el medio agar agua. La
produccién de blastosporas por H. nodulosa fue variable de acuerdo con el medio de cultivo en el que
crecid y el tiempo de incubacién. En general el hongo produjo mayor cantidad de blastosporas en los
medios: medio E, medio H + quitina, medio H + quitosano, medio H1, medio H2 y glucosa + maltosa
(Tabla 6). En estos medios se presentaron picos de produccion entre los 2 y los 15 dias. Los picos de
produccién de blastosporas fueron mas evidentes en el medio E y los medios H. En los medios PDA y
papa zanahoria, H. nodulosa produjo una cantidad intermedia de blastosporas por mL de medio de
cultivo. La produccion de blastosporas en el resto de los medios de cultivo fue mas o menos constante
con producciones menores de esporas (Figura 27, Anexo 7).

En seis de los medios de cultivo: (medio E, medio H + quitina, medio H + quitosano, medio H1,

medio H2 y medio glucosa + maltosa), H. nodulosa produjo en promedio 107 blastosporas/mL entre los
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dos y los 15 dias de incubacidn, teniendo la maxima produccion de blastosporas en el dia 11 después de
la inoculacién (Tabla 6; Figura 28). El analisis estadistico reveld diferencias significativas (P < 0.05) en la
produccién de blastosporas; especificamente la interaccién medio de cultivo x tiempo de incubacién fue
estadisticamente significativa. Sin embargo, la produccién de blastosporas en los medios E, H +
quitosano, H1, H2 y medio maltosa + glucosa no difirieron estadisticamente entre si, ni con los medios
PDA, H + quitina, papa + zanahoria, papa + zanahoria + quitosano, jugo de vegetales V8 ni con el testigo

absoluto.
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Tabla 6. Produccion de blastosporas del hongo Hirsutella nodulosa en medios de cultivo liquidos, incubados en cdmara bioclimdtica (26°C, 5% de humedad relativa y fotoperiodo
de 12 horas luz).

Medio de cultivo

Produccién promedio (blastosporas/mL) en dias

2 dias 5 dias 8 dias 11 dias 15 dias 18 dias 22 dias x
PDA 4,5X10°c 1,0X10’b 1,3X10’b 1,1X10’b 7,9X10°b 4,7X10°c 4,7X10°c 8,20X10°
SDA 1,9X10% ¢ 3,0X10%¢ 2,4X10% ¢ 1,1X107b 3,5X108¢ 7,0X10%b 5,7X10°¢c 3,90X10°
Medio E 2,1X107b 3,2X107b 4,5X10”b 6,7X107 a 6,9X107 a 5,8X107 a 3,6X107b 4,70x107
Medio H + quitina 1,1X107b 1,4X107b 1,5X107b 2,3X107b 1,7X10’b 3,4 X10°¢ 3,4 X10°¢ 1,20x107
Medio H + quitosano 2,6X107b 2,6X107b 1,5X107b 2,4X107b 3,9X107b 4,2X10 ¢ 4,2X10 ¢ 1,90X107
Medio H1 3,3X107b 5,7X107 a 4,1X10’b 4,7X10’b 4,5X10”b 2,6X10°%¢c 2,6X10°%¢c 3,20X10’
Medio H2 1,9X107b 6,4X107 a 5,1X107 a 2,11X10’b 7,7X107 a 9,3X10%b 9,3X10%b 3,70X10’
Glucosa + maltosa 1,2X107b 1,7X107b 2,9X107b 2,9X107b 3,2X107b 4,3X10%c 4,3X10°c 1,80X107
Papa + zanahoria 9,3X10°c 4,1X10%¢ 5,1X10°8¢ 1,0X10’b 8,2X10%b 4,6X10°c 4,6X10°c 5,40X10°
Papa + zanahoria + quitina 7,0X10°c 9,5X10°c 4,0X10°c 9,7X10°c 9,0X10°c 6,5X10°c 6,5X10°c 7,40X10°
Jugo de vegetales (V8) 1,8X10°¢c 2,8X10° ¢ 8,0X10° ¢ 4,7X106¢ 4,2X106¢ 2,2X10° ¢ 2,2X10° ¢ 2,46x10°
Testigo (agar agua) 5,2X10%¢c  -1,1X10%c 8,3X103¢ 8,3X103¢ 1,5X10%c  -4,5X10%c  7,8X10%c 2,38X103

Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Figura 27. Curvas de produccion de blastosporas (por ml) de Hirsutella nodulosa en el tiempo, utilizando diferentes medios
liquidos.

8 9E+07

736407
586407 /
4 2E+0T- /
E/I
E-

|
e

£

2,TE+07 I

Conteo promedio blastosporas
T

1.1E+07

©

o

-4 4E+06H T
-2,0E+07 . . ! !
2 5 8 " 1% 18 22
Dias
—B—Glucosa-Mattosa ——Medio H1 ——Mecin H2 ——Media H-Quifina ——H-Quitnsano —F—Mdedin-E ——Papa-Zanahoria
—C—Papa-Zanahoria-quiina  —J—PDA —3—5DA —@—Testigo —a—\

Fuente: Ledn, 2018.

En el medio H + quitosano, H. nodulosa produjo una cantidad constante de blastosporas. En este
medio las blastosporas pueden permanecer unidas y formar cadenas alcanzando concentraciones de
3,9 x 107 blastosporas/mL en un periodo de 15 dias.

En general las blastosporas presentaron variacion en tamafio en un mismo medio de cultivo,
pero no se produce un cambio radical en la morfologia al cambiar de medio de cultivo. Los medios de
cultivo que contienen azlcares puros, tales como sacarosa y dextrosa han sido reportados como
propulsores de la formacion de blastosporas (Eyal, et al., 1994). Por otro lado, los medios que no tienen

azucares agregados en su formulacién estimulan en menor grado la produccidn de blastosporas (Tabla
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6). En pruebas anteriores a este estudio se evidencié que el tipo de quitosano utilizado en el medio de
cultivo influye positivamente en la produccidn de blastosporas. El quitosano elaborado a base de
escamas u hojuelas del camardén Heterocarpus vicarius funciona mejor al estimular la produccién de
blastosporas por H. nodulosa. En el medio que contiene este componente, se produjo una
concentracién de 2,6 X 107blastosporas/mL en 24 hy con blastosporas limpias y mas vigorosas

(Figura 28) ( Ledn y Avilés, 2009).

Figura 28. A) Produccion de blastosporas en condiciones de agitacion orbital en medio liquido H + quitosano. B) Formacion de
micelio del medio liquido H + quitosano.

A

Fuente: Ledn, 2018.

Hirsutella nodulosa produjo 1,3 X 107 blastosporas/mL en medio PDA y alcanzé su méaximo
crecimiento entre los cinco y ocho dias de incubacién. Mientras que el hongo crecido en el medio SDA
alcanzé su maxima produccién de 1,1 X 107 blastosporas/mL en el dia 11. Este comportamiento
también se observd para los medios E, H + quitina, H + quitosano, medio H1, medio H2, medio glucosa +
maltosa y el medio papa + zanahoria con producciones maximas de 6,9 x 107, 2,3 x 107,3,9 x 107,
5,7 x 107,7,7 x 107,3,2 x 107y 1,0 x 107 blastosporas/mlL respectivamente, el resto de los

medios se mantuvieron por debajo de esta produccidn (Tabla 6).
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En algunos de los medios, H. nodulosa comenzd a producir micelio desde el dia 11, pero en la
mayoria de los medios de cultivo lo hizo luego de los 15 dias, momento que coincide con la disminucion

de la produccién de blastosporas (Figura 28).

Produccion de biomasa

El desarrollo de biomasa (micelio + propagulos) de H. nodulosa pudo ser observado en todos los
medios de cultivo liquidos; no obstante, se dieron diferencias en la cantidad de biomasa producida en
los diversos medios entre los tratamientos (Tabla 7). La mayor produccion de biomasa se observo en el
medio PDA con 2,83 g/mL, seguida por el medio H + quitina con 2,53 g/mL. La menor produccion de
micelio fue observada en el testigo con 0,03 g/mL, seguida del medio SDA con 0,26 g/mL. El resto de los

medios mostraron una produccion de entre 1,14 y 2,06 g/mL (Tabla 7, Anexo 8).

Tabla 7. Biomasa seca producida por Hirsutella nodulosa en medios de cultivo liquidos.

Medio de cultivo Biomasa promedio (g/mL)*
PDA 2,83+0,74
SDA 0,26 + 0,06
Medio E 1,36 £0,12
Medio H + quitina 2,53 +£0,00
Medio H + quitosano 1,54 £ 0,01
Medio H1 1,14 £0,04
Medio H2 1,24 £ 0,03
Glucosa + maltosa 1,58 +0,11
Papa + zanahoria 1,31+£0,09
Papa + zanahoria+ quitina 1,20+ 0,04
Jugo de vegetales (V8) 2,05+0,73
Testigo (agar agua) 0,03+0,01

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
Nota: *Estos datos se analizaron para indicar la precision de una aproximacion, el
intervalo de confianza, la desviacion estandar, o el error en una medida.
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Tabla 8. Produccién promedio (blastosporas/mL) y produccion de biomasa (micelio) de Hirsutella nodulosa en diferentes medios

de cultivo liquidos.

Medio de cultivo

Numero de

blastosporas/mL

Biomasa

(Peso seco en g)

PDA

SDA

Medio E

Medio H + quitina
Medio H + quitosano
Medio H1

Medio H2

Glucosa + maltosa
Papa + zanahoria
Papa + zanahoria+ quitina
Jugo de vegetales (V8)
Testigo (agar-agua)

8,20 x 10°
3,90 x 10°
4,70 x 107
1,20 x 107
1,90 x 107
3,20 x 107
3,70 x 107
1,80 x 107
5,40 x 10°
7,40 X 10°
2,46 x 10°
2,38 x 103

2,83+0,74
0,26 + 0,06
1,36 £ 0,12
2,53+ 0,00
1,54 0,01
1,14 £ 0,04
1,24 £ 0,03
1,58 0,11
1,31 0,09
1,20 £ 0,04
2,05+ 0,73
0,03 + 0,01

Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Investigaciones previas han revelado que el tipo de azlcar que se incorpora en el medio de

cultivo donde se reproduce H. nodulosa tiene una fuerte influencia en el tipo y cantidad de estructuras

(micelio y/o propagulos) que produce el hongo. Por esta razdn, investigaciones como esta aportan

informacién sobre rutas a seguir para la produccion de agentes de control bioldgico necesarios en la

agricultura.

Produccion bifasica de Hirsutella nodulosa

Produccion de conidios

En general las blastosporas de H. nodulosa producidas en todos los medios liquidos probados
colonizaron las matrices de arroz y produjeron las estructuras tipicas del hongo (micelio, fidlides,

conidios) (Figuras 29).
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Figura 29. Estructuras de Hirsutella nodulosa producidas en matrices de arroz: A) micelio y fidlides, B)
conidios.

Fuente: Ledn, 2021.

No se observaron diferencias en la velocidad de la colonizacién del arroz una vez inoculado con
los propagulos producidos en los diferentes medios liquidos. La produccion de conidios por gramo de
arroz mostré ser diferente en funcion del medio liquido de dénde provenia el indculo. Se obtuvo una
mayor produccion cuando el indculo provino del medio glucosa + maltosa con una produccién final de
169,5 conidios/g, seguido por PDA con 137 conidios/g, luego el medio E con 70,5 conidios/g. Los
tratamientos con menores conteos de conidios fueron el inoculado con blastosporas producidas en
medio jugo de vegetales (V8) con 7,5 conidios/g, agar agua (testigo) con 10 conidios/g, y el medio de

cultivo papa + zanahoria con 21 conidios/g (Tabla 9).
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Tabla 9. Conteo de conidios producidos en matrices de arroz inoculadas con blastosporas producidas en diversos medios de
cultivo liquidos.

Medio liquido Produccién promedio de Produccién de biomasa (Peso seco
Fuente de indculo conidios/gde arroz promedio de biomasa fiingica) (g/mL)
PDA 137 0,093
SDA 70,5 0,132
Medio E 50,5 0,056
Medio H + quitina 31 0,035
Medio H + quitosano 29 0,008
Medio H1 40,5 0,041
Medio H2 169,5 0,045
Glucosa + maltosa 21 0,070
Papa + zanahoria 22 0,012

Papa + zanahoria+ quitina
7,5 0,230

Jugo de vegetales (V8
& 8 (V&) 10 0,031

Testigo (agar-agua)

Fuente: elaboracion propia, 2018.

La matriz de arroz inoculada con blastosporas producidas en el medio H + quitosano mostré
abundante esporulacién del hongo en su fase conidial, mediante la produccion de fidlides y conidios
tipicos de H. nodulosa (Leén y Vargas, 2011).

En cuanto al peso seco de la biomasa fungica producido en el resto de las matrices de arroz, se
produjeron 0,23 g/mL cuando el inéculo provino de medio con jugo de vegetales (V8), seguido por 0,13
y 0,09 g/mL (peso seco) cuando el indculo provino de medio E y PDA respectivamente (Tabla 8). Esto
evidencia diferencias substanciales asociadas al medio donde se produce el indculo para la produccién
semilla de H. nodulosa.

Los resultados de este estudio sugieren que la mejor estrategia para la produccién de H.
nodulosa es utilizar un sistema bifasico que incorpore la producciéon en medio liquido H + quitosano,
seguido de la inoculacién en arroz como matriz sélida. Este proceso puede completarse entre 10y 15

dias. Ademas, en los medios H, el hongo produce una cantidad maxima de estructuras fungica y tienen
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bajo riesgo de contaminacion. En otros medios como el V8, H. nodulosa produce una cantidad aceptable
de estructuras fungicas pero su consistencia (es un medio muy opaco, que dificulta el conteo de
blastosporas) hace dificil el monitoreo y demostrd ser mas propenso a contaminarse. Mas investigacién
para superar las limitaciones observadas con el medio V8 debe ser considerada debido al potencial que
tiene para aumentar la produccién de blastosporas.

Con este estudio se comprueba que la manipulacidn de los pardmetros nutricionales donde se
reproduce H. nodulosa, pueden ser explotados en favor de una mayor produccién de blastosporas,
micelio y conidios, y se comprueba la factibilidad de producir un medio de cultivo para la produccién de

biomasa y estructuras infectivas de este hongo acaropatégeno (Anexo 9).

Relacién costo/beneficio

Para la eleccion del medio de cultivo a utilizar para la produccién de H. nodulosa se debe tomar
en cuenta el rendimiento en cuanto a la produccién de los propagulos deseados, ya sean conidios,
blastosporas o micelio, y otros factores como el costo y la disponibilidad. En la tabla 9 se muestran los
costos por litro de cada medio de cultivo liquido y sélido utilizados en el presente estudio. En cuanto a
los medios liquidos los mas costosos son el medio de cultivo papa + zanahoria + quitina, seguido del
medio H + quitina con un costo de ¢11.643,70 por litro y el medio glucosa + maltosa con ¢11.036,04 por
litro. Los demas medios de cultivo rondaron los costos entre 4.959,65 y ¢7.236,55 colones.

En cuanto a los medios sélidos el mas caro con un costo de ¢18.144,35 por litro, fue el medio de
cultivo papa + zanahoria + quitina, seguido por el medio glucosa + maltosa con un costo de ¢15.088,50,
y el medio H + quitina con un costo de ¢14.872,85. El costo de los medios restantes oscil6 entre

@#8.005,69 y ¢9.807,09 por litro (Tabla 10).
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Tabla 10. Costos de los medios de cultivo evaluados. Laboratorio de Fitoproteccion, INTA.

Julio 2021.
Tratamiento Costo/litro (¢) Costo/litro (¢)
Medios Liquidos Medios Sélidos
1 PDA 4 959,65 8 155,57
2 SDA 5977,65 9173,57
3 Medio E 5482,59 9 203,74
4 Medio H + quitina 11 643,70 14 872,85
5 Medio H + quitosano 5793,70 9 022,85
6 Medio H1 5 150,10 6 509,64
7 Medio H2 5745,53 8974,68
8 Glucosa + maltosa 11 036,04 15 088,50
9 Papa + zanahoria 6 627,78 9 807,09
10 Papa + zanahoria+ quitina 11 668,42 18 144,35
11 Jugo de vegetales (V8) 5557,62 7 802,76
12 Testigo (agar-agua) 7 236,55 8 005,69

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

La rentabilidad de cada medio liquido se calculé relacionando el costo por litro entre la
produccién blastosporas, por lo tanto, entre mas blastosporas produzca el medio se vuelve mas
rentable, por eso el medio agar-agua (testigo) que fue en el que produjo una menor cantidad de
esporas, es el menos rentable a pesar de tener un costo por debajo del de otros medios. Los medios de
cultivo mas eficientes fueron el medio liquido E, con una relacién de costo/beneficio de 0,12 colones por
cada millén de blastosporas (medido a los 22 dias de incubacidn) seguido de los medios H2 y H1 con un

costo ambos de 0,16 colones por cada millén de blastosporas (Tabla 11).
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Tabla 11. Rentabilidad de los medios liquidos segtin los costos de produccion de blastosporas de
cada tratamiento. Laboratorio de Fitoproteccion, INTA. Julio 2021.

Costo/Produccién

Tratamiento promedio de blastosporas
x 1000000/L a los 22 dia

1 (PDA) ¢ 0,60

2 (SDA) ¢ 1,53

3 Medio E ¢0,12

4 Medio H + quitina ¢ 0,97

5 Medio H + quitosano ¢ 0,30

6 Medio H1 ¢ 0,16

7 Medio H2 ¢ 0,16

8 Glucosa + maltosa ¢ 0,61

9 Papa + zanahoria ¢ 1,23

10 Papa + zanahoria + quitina ¢ 15,77

11 Jugo de vegetales (V8) ¢ 2,26

12 Testigo (agar-agua) ¢ 3 040,57

Fuente: Elaboracién propia, 2021.

La rentabilidad de cada medio sdlido se calculé relacionando el costo por litro entre la
produccién conidios, por lo tanto, entre mas conidios produzca el medio se vuelve mas rentable, por eso
el medio agar agua (testigo) que fue en el que produjo una menor cantidad de esporas, es el menos
rentable a pesar de tener un costo por debajo de otros medios. Los medios de cultivo mas eficientes
fueron el medio H + quitosano, con una relacion de costo/rendimiento de 0,28 colones por cada milldn
de conidios (medido a los 34 dias de incubacidn) seguido del medio PDA con 3,40 colones, el resto de los
tratamientos oscila el costo/rendimiento entre 6,51 y 18,14 colones por cada millén de conidios. (Tabla

12).



59

Tabla 12. Rentabilidad de los medios sdlidos segtin los costos de produccion de conidios de
cada tratamiento. Laboratorio de Fitoproteccion, INTA. Julio 2021.

Tratamiento Costo/Produccién promedio de
conidios x 1000000/L a los 34 dias

1 (PDA) ¢3,40

2 (SDA) ¢ 11,47

3 Medio E ¢9,20

4 Medio H + quitina ¢ 11,44

5 Medio H + quitosano ¢0,28

6 Medio H1 ¢6,51

7 Medio H2 ¢ 8,97

8 Glucosa-maltosa ¢ 15,09

9 Papa + zanahoria ¢ 9,81

10 Papa + zanahoria + quitina ¢ 18,14

11 Jugo de vegetales (V8) ¢ 9,75

12 Testigo (agar-agua) ¢ 160,11

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Otro aspecto que se debe valorar en la eleccidon de un medio apropiado para reproducir H.
nodulosa es la susceptibilidad a la contaminacién, ya que medios muy nutritivos como papa + zanahoria,
papa + zanahoria + quitina, y jugo de vegetales (V8), tienden a contaminarse con facilidad, haciendo
dificil su manipulacién. Por esta razén, desde el punto de vista practico se recomienda trabajar con los
medios: PDA, medio H, medio H + quitina, medio H + quitosano y medio glucosa + maltosa. Otro
aspecto que se debe indicar es que existe mayor facilidad en la consecucién de los ingredientes de estos
ultimos medios de cultivo.

Por lo tanto, uno de los aportes de este estudio es que da la opcidén de varios medios de cultivo
con los cuales se puede reproducir el hongo masivamente, con el fin de reproducir un producto o
bioacaricida que pueda ser utilizado por la mayoria de los agricultores como bien dice Gdmez et al,
(2014) con el fin de incorporarlo en una estrategia de manejo del dcaro S. spinki Smiley en el cultivo de

arroz para una produccidon mas limpia.
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Consideraciones para el uso de Hirsutella nodulosa en campo

Para una eventual incorporacidn de H. nodulosa en una estrategia de manejo integrado del
acaro S. spinky se deben considerar los siguientes aspectos:

1. Los insecticidas / acaricidas no logran eliminar las poblaciones de acaros en su totalidad, sobre
todo los que se encuentran alojados en las vainas inferiores y alin en las vainas superiores son
inaccesibles a las sustancias quimicas, por lo que se requieren opciones de manejo que logren llegar a
estos sitios.

2. Las distintas variedades de arroz que se siembran en Costa Rica responden de manera
diferencial a las poblaciones de S. spinky de acuerdo con la etapa fenoldgica; sin embargo, en la mayoria
de las variedades se presenta un aumento en las poblaciones del dcaro a los 55 dias después de la
siembra, siendo el pico de maxima densidad poblacional a los 70 dias después de germinado (ddg). Estas
poblaciones del dcaro predominan en las vainas dos y tres, lo cual permite dirigir el muestreo a estas
vainas en especifico, disminuyendo el tiempo invertido en monitoreo.

3. Steneotarsonemus spinky vive y se reproduce dentro de las vainas de las hojas del arroz, tiene
una alta tasa de reproduccién ya que la hembra cuenta con una longevidad de 15 dias, oviposita hasta
78 huevos en grupos de 2 a 6 y es comun observar grandes masas de huevos en vainas muy infestadas.

4. Con base en lo anterior y en el supuesto de contar con una cepa de H. nodulosa virulenta y
efectiva y un proceso de reproduccidn eficiente, el cual incluye un medio de cultivo y matriz para
reproducirlo masivamente de manera rentable, es posible establecer algunos aspectos dirigidos a
desarrollar una tactica de aplicacidon en campo; sin embargo, esto debe ser validado. Por ejemplo, la
aplicacion de H. nodulosa debe realizarse en etapas tempranas del cultivo, iniciando a los 20 ddg que es
el momento en que se recomienda iniciar los muestreos de monitoreo, o cuando el cultivo se encuentra
en la etapa comprendida entre la emergencia del primordio floral hasta antes de que la panicula llegue a

la vaina de la hoja bandera. Se ha determinado este momento como el periodo critico de susceptibilidad
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del cultivo al dafio por el 4caro, ya que la planta comienza a producir mayor cantidad de nutrientes para
la formacién de la espiga. La elevada concentracidn de nutrientes es aprovechada por el 4caro para
reproducirse aceleradamente y ocasionar mayor dafo a la espiga en formacién. La meta es mantener
una poblacidn de dcaros lo mas baja posible al llegar a la etapa de panzoneo o embuche en la vaina de la
hoja bandera. Posterior a esta etapa el riesgo por dainos causados por S. spinky, tendra efectos negativos
en la produccidn.

5. Los momentos de aplicacidn se deben realizar dependiendo del ciclo de cultivo de cada
variedad de arroz; por ejemplo, en variedades de ciclo corto, las aplicaciones de H. nodulosa se podrian
realizar entre los 35 y 40 ddg, en variedades de ciclo intermedio, se recomienda hacer una aplicacién a
los 40 — 45 ddg, y en variedades de ciclo largo, aplicar a los 60 ddg. Por otra parte, los niveles de accidn
(promedio de acaros por vaina), constituyen una guia para determinar el momento de aplicacién de H.
nodulosa, para evitar situaciones no deseadas antes de la etapa critica que seria cuando se cuantifican
mas de 15 4caros en promedio por vaina. Para esto, es necesario realizar seguimientos periédicos del
nivel poblacional y del dafio al cultivo, de esto dependera la frecuencia de las aplicaciones, las cuales
deberan dirigirse a las hojas banderas para que el producto ingrese y /o asegurar el contacto con los
acaros adultos que inician migracion, ya sea a través del viento que es el principal agente diseminante o
animales incluyendo a los insectos.

6. El equipo para aplicacién del hongo debe ser exclusivo para este fin, ademas se deben utilizar
tacticas de manejo de otras plagas que no interfieran con el hongo, principalmente el uso de fungicidas
gue eliminen a H. nodulosa del campo. Por esta razon, aplicaciones de fungicidas deben realizarse con
varios dias de anticipacion o varios dias posteriormente a la aspersion de H. nodulosa. Posterior a la
aplicacion del hongo, se recomienda realizar inspecciones de campo para observar acaros parasitados y

de esta manera realizar un control de calidad de la aspersién.
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7. En el Anexo 11 se incluye un ejemplo del costo de aplicacidon en una hectdrea en el cultivo de

arroz asumiendo un volumen de aplicacidon con una dosis provisional ficticia basado en los estudios de

Rosas y Sampedro (2006), de los mejores medios obtenidos en este estudio.

Capitulo V: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

En este estudio se evaluaron fuentes diversas para suplir los requerimientos nutricionales para
el desarrollo del hongo acaropatdgeno H. nodulosa. El comportamiento variable que se observd
en cuanto a la concentracién de micelio, blastosporas e incluso la morfologia de las colonias en
medios sdélidos, muestran que H. nodulosa responde diferencialmente al medio en el que se
desarrolla. Este factor puede usarse para continuar perfeccionando un medio ideal para el
escalamiento en la produccién.

En general el crecimiento radial del hongo H. nodulosa en los diferentes medios sdlidos
evaluados muestra un crecimiento muy lento (0,31 mm diarios).

El hongo H. nodulosa produjo diferentes concentraciones de conidios dependiendo del medio
sélido en el que crecid.

La produccidn de blastosporas presenté un crecimiento éptimo en un sistema de agitacion
orbital con movimiento giratorio de 120 rpm, por lo que resulta efectivo para la produccion
masiva del hongo.

Las blastosporas obtenidas en medio H sdlido e inoculadas en arroz cocido produjeron
abundante esporulacién del hongo en su fase conidial, mediante la produccidn de fidlides y

conidios tipicos de H. nodulosa.
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Se redujo el tiempo efectivo de produccién de blastosporas del hongo utilizando medios de
cultivo con fuentes nutricionales variadas. La cosecha de las blastosporas puede realizarse a las
48 horas de inoculado el medio de cultivo.

El medio liquido H + quitosano produjo blastosporas equivalentes a una concentracién de 3,9 X
107 blastosporas/mL en un periodo de 15 dias; sin embargo, a los 2 dias de incubacién la
concentracién disminuyé a 2,6 X 107 b/mL.

Los medios PDA, medio H + quitina, medio H + quitosano, medios H1 y H2, medio papa +
zanahoria, medio glucosa + maltosa mostraron buen potencial para reproducir a H. nodulosa.

La produccidn bifasica mostro ser la estrategia mas conveniente y efectiva para la produccion de
H. nodulosa, aumentando la produccidn de conidios y disminuyendo el tiempo a cosecha.

El quitosano mostrd ser un componente determinante para aumentar la produccién de
blastosporas al igual que el uso de azucar en la preparacién del medio liquido.

La posibilidad de reproducir masivamente el hongo H. nodulosa es adecuada, ya que este hongo
se puede emplear como un bioplaguicida en programas MIP en arroz.

El mejor medio sélido para mantener la cepa de H. nodulosa fue el medio H2 y el mejor medio
liquido para produccién masiva fue el medio H + quitosano, por promover la produccién de
blastosporas y tener baja propensién a contaminarse durante la incubacidn del hongo.

El protocolo mas recomendable para optimizar la produccion de conidios de H. nodulosa, segun
los resultados observados es 1-la purificacion del indculo en los medios sélidos H1, H2 o medio
E, 2-fermentacion entre los 2 y 11 dias en los medios liquidos : PDA, SDA, E, H + quitina, H+
quitosano, H1, H2 y glucosa + maltosa, y 3-inoculaciéon de arroz esterilizado como sustrato
solido, permitiendo un tiempo de crecimiento y desarrollo del hongo de 10 dias para obtener la

mayor concentracion de conidios, entre los 50 y 170 conidios / g de arroz.
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e Eltratamiento con la mayor rentabilidad basado en costo y rendimiento en la produccion de

blastosporas fue el medio E y el de conidios fue el medio H + quitosano.

Recomendaciones

e Probar otros medios sdlidos y medios liquidos, asi como la incorporacidn tanto de diferentes
tipos de caparazones de crustaceos (jaiba, langostinos, camarones, langostas, calamares), como
de elaborados de quitosano basados en el peso molecular y grado de desacetilacidn.

e Hacer pruebas variando pH, asi como la proporcién de los componentes del medio para
optimizar el rendimiento.

e Es necesario comparar la infectividad de los conidios, blastosporas y micelio en concentraciones
variadas para buscar la combinacién mas efectiva en la elaboracidn de un bioplaguicida
eficiente.

e Revigorizar las cepas con el fin de aumentar la esporulaciéon del hongo manteniendo buena
capacidad infectiva.

e La composicion de los medios en los cuales se reproduce H. nodulosa va a influir no solo en su
crecimiento, sino también en su virulencia. Por esta razén, para poder concluir sobre cual es el
medio de cultivo mds apropiado, seria indispensable evaluar la efectividad de los conidios y del
micelio producido en los diferentes medios.

e Validar en campo antes de utilizar dentro de un programa de manejo Integrado de S. spinki.
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Anexos

Anexo 1. Medicion de pH y temperatura de medios sdlidos. Laboratorio de Fitoproteccion INTA-CR 2018.

pH sin

Tratamiento .. pH final Temperatura °C
correccion
PDA 6,0 3,84 39
SDA 5,6 4,29 44
Medio E 5,9 4,26 40
Medio H + quitina 4,6 4,40 40
Medio H + quitosano 6,7 5,80 40
Medio H1 6,5 3,68 40
Medio H2 5,9 4,23 40
Glucosa + maltosa 6,7 4,12 40
Papa + zanahoria 5,5 4,07 40
Papa + zanahoria + quitina 3,4 3,78 43
Jugo de vegetales (V8) 6,2 6,16 37
Testigo absoluto 6,3 3,54 44

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Anexo 2. Medicion de pH de cada uno de los tratamientos liquidos. Laboratorio de Fitoproteccion INTA-CR 2018.

Tratamiento pH sin correccion pH final
PDA 6,0 3,74
SDA 5,6 3,93
Medio E 5,9 3,48
Medio H + quitina 4,6 5,73
Medio H + quitosano 6,7 4,48
Medio H1 6,5 3,48
Medio H2 5,9 3,72
Glucosa + maltosa 6,7 3,54
Papa + zanahoria 5,5 3,46
Papa + zanahoria + quitina 3,4 5,54
Jugo de vegetales (V8) 6,2 5,46
Testigo absoluto 6,3 3,54

Fuente: Elaboracion propia, 2018.



Anexo 3. Andlisis de los datos para los medios de cultivo sélidos.

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC loglik Sigma R2 0 R2 1
342 981,81 1222,18 -424,91 0,22 0,78 0,81
AICy BIC menores implica mejor
Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo Il1)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 224  912,00<0,0001
Trat 11 58 34,81 <0,0001
DDI 4 224 178,42 <0,0001
Trat:DDI 44 224 7,82 <0,0001
Pruebas de hipotesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 224 251,76 <0,0001
Trat 11 58 16,54 <0,0001
DDI 4 224  179,51<0,0001
Trat:DDI 44 224 7,82 <0,0001
Pruebas de hipétesis tipo Ill - prueba

Source numDF denDF F-value p-value

1 Trat 11 58 34,81 <0,0001
2 DDI 4 224 178,42 <0,0001
3 Trat:DDI 44 224 7,82 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdldent

Formula: ~1/ID

Desvios estandares y correlaciones

(const)
const) 0,33

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varldent
Formula: ~ 1 | DDI

71



Pardmetros de la funcidn de varianza

Parametro Estim
17 1,00
20 1,68
27 6,31
30 7,68

34 8,13

Crecimiento - Medias ajustadas y errores estandares para DDI*Trat
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de corremlLion de p-valores: No

DDI Trat Medias E.E.

34 V8 833 0,73 A

30 V8 7,50 0,69 A

27 V8 7,50 0,58 A

30 Medio H-Quitina 700 0,69 A

34 Medio H-Quitina 6,92 0,73 A

34 Papa-Zanahoria 6,50 0,73 A

27 Papa-Zanahoria 5,33 0,58 B

30 Papa-Zanahoria 5,33 0,69 B

34 Papa-Zanahoria-Quitina 5,25 0,80 B

27 Medio H-Quitina 5,09 0,63 B

34 Medio H1 4,75 0,73 B

34 Medio E 4,50 0,73 B

34 PDA 4,25 0,90 B

27 PDA 3,87 0,71 B

30 PDA 3,87 0,85 B

30 Medio E 3,75 0,69 B

27 Medio E 3,75 0,58 B

34 Medio H-Quitosano 3,69 0,80 B

30 Papa-Zanahoria-Quitina 3,45 0,76 B

27 Papa-Zanahoria-Quitina 3,45 0,63 B

20 V8 3,42 0,20 B

27 Medio H1 3,33 0,58 B

30 Medio H1 3,33 0,69 B

27 Medio H-Quitosano 1,84 0,70 C
30 Medio H2 1,75 0,69 C
17 V8 1,67 0,16 C
34 Medio H2 1,67 0,73 C
27 Glucosa-Maltosa 1,62 0,58 C
20 Medio H-Quitina 1,61 0,20 C
20 Papa-Zanahoria 1,58 0,20 C
34 Testigo 1,50 0,73 C
30 Medio H-Quitosano 1,39 0,76 C
34 SDA 1,25 0,73 C



27 Medio H2 1,08 0,58 C
34 Glucosa-Maltosa 1,08 0,73 C
17 Papa-Zanahoria 0,93 0,16 C
27 Testigo 0,92 0,58 C
30 Testigo 0,92 0,69 C
27 SDA 0,83 0,58 C
30 SDA 0,83 0,69 C
17 Medio H1 0,78 0,16 C
20 Medio H1 0,78 0,20 C
20 Papa-Zanahoria-Quitina 0,75 0,20 C
20 PDA 0,75 0,25 C
17 Medio H-Quitina 0,70 0,16 C
30 Glucosa-Maltosa 0,67 0,69 C
20 Glucosa-Maltosa 0,61 0,20 C
20 Testigo 0,52 0,20 C
17 PDA 0,42 0,20 C
17 SDA 0,33 0,16 C
17 Papa-Zanahoria-Quitina 0,33 0,16 C
20 Medio E 0,29 0,20 C
20 Medio H2 0,28 0,20 C
17 Testigo 0,23 0,16 C
17 Medio E 0,22 0,16 C
20 SDA 0,18 0,20 C
17 Medio H2 0,16 0,16 C
17 Glucosa-Maltosa 0,15 0,16 C
17 Medio H-Quitosano 0,10 0,16 C
20 Medio H-Quitosano 0,00 0,20 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 4. Andlisis de los datos para los medios de cultivo liquidos.

Resultados para el modelo: mLm.modelo.007_Conteo_REML
Variable dependiente: Conteo

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC loglLik Sigma R2 0 R21
550 16018,56 16420,55 -7912,28 13432506,28 0,62 0,62
AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdtesis marginales (SC tipo Ill)
numDF denDF _F-value p-value

(Intercept) 1 406 341,66 <0,0001
Trat 11 60 59,62 <0,0001
DDI 6 406 11,49 <0,0001
Trat:DDI 66 406 3,31 <0,0001

Pruebas de hipétesis secuenciales
numDF denDF F-value p-value

(Intercept) 1 406 1,64 0,2015
Trat 11 60 74,07 <0,0001
DDI 6 406 1,21 0,3016
Trat:DDI 66 406 3,31 <0,0001

Pruebas de hipétesis tipo lll - prueba

Source numDF denDF F-value p-value
1 Trat 11 60 59,62 <0,0001
2 DDI 6 406 11,49 <0,0001
3 Trat:DDI 66 406 3,31 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdldent
Formula: ~1[ID

Desvios estdndares y correlaciones

(const)
(const) 3899,29

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varldent
Formula: ~ 1 | Trat

Pardmetros de la funcion de varianza
Pardmetro Estim




Glucosa-Maltosa 1,00

Medio-E 2,62
Medio H-Quitina 0,61
Medio H-Quitosano 2,17
Medio H1 2,03
Medio H2 1,77
Papa-Zanahoria-quitina 0,06
Papa-Zanahoria 0,37
PDA 0,53

SDA 0,93
Testigo 6,9E-04

V8 0,17

Conteo - Medias ajustadas y errores estandares para Trat*DDI
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de corremLion de p-valores: No

Trat DDI Medias E.E.

Medio H2 15 77895833,33 6866264,88 A

Medio-E 15 69219999,94 11138860,88 A

Medio-E 11 67479999,94 15752728,03 A

Medio H2 5 64091666,67 9710364,79 A

Medio-E 18 58383332,30 20336684,44 A

Medio H1 5 57116666,67 11143967,80 A

Medio H2 8 51891666,67 9710364,79 A

Medio H1 11 47958333,33 11143967,80 B
Medio-E 8 45399999,94 15752728,03 B
Medio H1 15 45050000,09 8632080,43 B
Medio H1 8 41616666,67 11143967,80 B
Medio H-Quitosano 15 39481249,61 10303413,18 B
Medio-E 22 36287499,29 17612085,35 B
Medio H1 2 33908333,33 11143967,80 B
Medio-E 5 32949999,94 15752728,03 B
Glucosa-Maltosa 15 32708333,33 3877630,89 B
Glucosa-Maltosa 11 29766666,67 5483797,96 B
Glucosa-Maltosa 8 29725000,00 5483797,96 B
Medio H2 11 28433333,33 9710364,79 B
Medio H-Quitosano 5 26733333,33 11897356,64 B
Medio H-Quitosano 2 26683333,33 11897356,64 B
Medio H-Quitosano 11 24604166,67 11897356,64 B
Medio H-Quitina 11 23729166,67 3364120,40 B
Medio-E 2 21208333,33 14380207,47 B
Medio H2 2 19858333,33 9710364,79 B
Glucosa-Maltosa 5 17716666,67 5483797,96 B
Medio H-Quitina 15 17350000,00 2378792,62 B
Medio H-Quitosano 8 15975000,00 11897356,64 B
Medio H-Quitina 8 15433333,33 3364120,40 B
Medio H-Quitina 5 14133333,33 3364120,40 B
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SDA 8 2,4E-08 5110661,57

Testigo 15 1,5E-08 3125,31

SDA 5 3,0E-09 5110661,57

SDA 2 1,9E-09 5110661,57

Testigo 5 -1,1E-08 4123,23

Testigo 18 -4,5E-08 4123,23

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 5. Costo por litro de los medios liquidos evaluados.
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Tratamiento 1 (PDA) ento 2 (SDA) Tratamiento 3 Medio E (McCoy y Kanavel 1969)
Producto Unida de Medid: Precio Unitar Cantidad Costo Total Producto Precio Unitario Cantidad Costo Total Producto i6r Precio Unita Cantidad Costo Total
Papa Gramo ¢ 0,64 300 ¢ 192,00 Saboreau Gramo ¢ 114,00 5 ¢ 570,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 10 ¢ 320,00
Dextrosa Gramo ¢ 32,00 20 ¢ 640,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 40 ¢ 1280,00 Sacarosa Gramo ¢ 3000 5 ¢ 150,00
Agar Gramo ¢ 164,00 od¢ - Agar Gramo ¢ 164,00 od¢ - Extracto de Levadura |Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 730,00
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Agua Destilada WMililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Peptona Gramo ¢ 172,00 05 ¢ 86,00
Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,32 ¢ 354632 Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,32 ¢ 354632 Agar Gramo ¢ 164,00 o¢ -
Costo Total ¢ 4556,41 Costo Total ¢ 557441 Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09
Recurso Humano Hora ¢ 2684,91 1,34 ¢ 360822
Costo Total ¢ 507231
Tratamiento 4 Medio H+ quitina Tratamiento 5 Medio H+ quitosano Tratamiento 6 Medio H1 (Dr. José Luis Rosas)
Producto (g) Precio Unitar Cantidad Costo Total Producto Pre: ior Precio Unitario Cantidad Costo Total Producto Prese! ior Precio Unita Cantidad Costo Total
Dextrosa Gramo ¢ 32,00 5 ¢ 160,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 5 ¢ 160,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 3¢ 96,00
Sacarosa (Gramo ¢ 30,00 10 ¢ 300,00 Sacarosa Gramo ¢ 30,00 10 ¢ 300,00 Sacarosa Gramo ¢ 30,00 10 ¢ 300,00
Extracto de Levadura |Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 730,00 Extracto de Levadura |Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 730,00 Extracto de Levadura |Gramo ¢ 146,00 03 ¢ 4380
Peptona Gramo ¢ 172,00 05 ¢ 86,00 Peptona Gramo ¢ 172,00 05 ¢ 86,00 Peptona Gramo ¢ 172,00 3 ¢ 516,00
Agar Gramo ¢ 164,00 o¢ - Agar Gramo ¢ 164,00 o¢ - Agar Gramo ¢ 164,00 o¢ -
Quitina Gramo ¢ 600,00 10 ¢ 6000,00 Quitosano Gramo ¢ 15,00 10 ¢ 150,00 Agua destilada WMililitro ¢ 018 600 ¢ 106,85
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano Hora ¢ 2684,91 1,37 ¢ 367012
Recurso Humano  [Hora ¢ 268491 1,40 ¢ 376185 Recurso Humano  |Hora ¢ 268491 1,40 ¢ 3761,85 Costo Total ¢ 473277
Costo Total ¢ 1121594 Costo Total ¢ 536594
Tratamiento 7 Medio H2 (Ing. Reinaldo Cabrera) Tratamiento 8 Glucosa-maltosa (Cabrera et al 2004) Tratamiento 9 Papa-Zanahoria
Producto (g) Precio Unitar Cantidad Costo Total Producto iér Precio Unitario Cantidad Costo Total Producto ior Precio Unita Cantidad Costo Total
Dextrosa Gramo ¢ 32,00 5 ¢ 160,00 Maltosa Gramo ¢ 334,37 15 ¢ 5015,50 Papa Gramo ¢ o064 50 ¢ 32,00
Sacarosa Gramo ¢ 30,00 10 ¢ 300,00 Grlucosa Gramo ¢ 10,73 10 ¢ 10727 Zanahoria Gramo ¢ 0,29 50 ¢ 14,50
Extracto de Levadura |Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 730,00 Peptona Gramo ¢ 172,00 10 ¢ 1720,00 Agar Gramo ¢ 164,00 o¢ -
Peptona Micologica |Gramo ¢ 580,00 05 ¢ 290,00 Agar Gramo ¢ 164,00 0¢ - Agua destilada Mililitro ¢ 018 1000 ¢ 178,09
Agar Gramo ¢ 164,00 od¢ - Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano Hora ¢ 2684,91 2,14 ¢ 5749,43
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,34 ¢ 360523 Costo Total ¢ 5974,02
Recurso Humano Hora ¢ 268491 137 ¢ 3670,12 Costo Total ¢ 10626,09
Costo Total ¢ 532821
10 Medio Papa-Zanah Quitina Tratamiento 11 Jugo de Vegetales (V8)
Producto ion (g) Precio Unitar Cantidad Costo Total Producto i6r Precio Unitario Cantidad Costo Total Tratamiento 13 Testigo Absoluto
Papa (Gramo 0,64 50 ¢ 32,00 v8 Mililitro ¢ 335 100 ¢ 33529 Producto Presentaciér Precio Unita Cantidad Costo Total
Zanahoria Gramo ¢ 0,29 50 ¢ 14,50 Agar Gramo ¢ 164,00 o¢ - Agar Gramos ¢ - o¢ B
Agar Gramo ¢ 164,00 o¢ - Caco3 Gramo ¢ 0,06 15 ¢ 0,09 Agua destilada Mililitro ¢ o018 1000 ¢ 178,09
Quitina Gramo ¢ 600,00 10 ¢ 6000,00 Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 500 ¢ 89,05 Recurso Humano Hora ¢ 2684,91 1,26 ¢ 339268
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,72 ¢ 4609,09 Costo Total ¢ 3570,77
Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,82 ¢ 488802 Costo Total ¢ 5033,52
Costo Total ¢ 1111261

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Anexo 6. Costo por litro de los medios sélidos evaluados.

Tratamiento 1 (PDA)

Tratamiento 2 (SDA)

Tratamiento 3 Medio E (McCoy y Kanavel 1969)

Producto Unida de Medida Precio Unitario Cantidad Costo Total Producto Precio Unitaric Cantidad Costo Total Producto Precio Unita Cantidad Costo Total
Papa Gramo ¢ 0,64 300 ¢ 192,00 Saboreau Gramo ¢ 114,00 5 ¢ 570,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 10 ¢ 320,00
Dextrosa Gramo ¢ 32,00 20 ¢ 640,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 40 ¢ 1280,00 Sacarosa Gramo ¢ 30,00 5 ¢ 150,00
Agar Gramo ¢ 164,00 15 ¢ 2460,00 Agar Gramo ¢ 164,00 15 ¢ 2460,00 Extracto de Levadura [Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 730,00
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Agua Destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Peptona Gramo ¢ 172,00 05 ¢ 86,00
Recurso Humano Hora ¢ 2684,91 1,57 ¢ 4207,10 Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,57 ¢ 4207,10 Agar Gramo ¢ 164,00 18 ¢ 2952,00
Costo Total ¢ 7677,19 Costo Total ¢ 869519 Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09
Tratamiento 4 Medio H+ quitina Tratamiento 5 Medio H+ quitosano Tratamiento 6 Medio H1 (Dr. José Luis Rosas)
Producto i6n (g) Precio Unitario Cantidad Costo Total Producto Pre i61 Precio Unitaric Cantidad Costo Total Producto Presentacior Precio Unita Cantidad Costo Total
Dextrosa Gramo ¢ 32,00 5 ¢ 160,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 5 ¢ 160,00 Dextrosa Gramo ¢ 32,00 3¢ 96,00
Sacarosa Gramo ¢ 30,00 10 ¢ 300,00 Sacarosa Gramo ¢ 30,00 10 ¢ 300,00 Sacarosa Gramo ¢ 3000 10 ¢ 300,00
Extracto de Levadura [Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 730,00 Extracto de Levadura [Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 730,00 Extracto de Levadura [Gramo ¢ 146,00 03 ¢ 4380
Peptona Gramo ¢ 172,00 05 ¢ 86,00 Peptona Gramo ¢ 172,00 05 ¢ 86,00 Peptona Gramo ¢ 172,00 3 ¢ 51600
Agar Gramo ¢ 164,00 15 ¢ 2460,00 Agar Gramo ¢ 164,00 15 ¢ 2460,00 Agar Gramo ¢ 164,00 36 ¢ 590,40
Quitina Gramo ¢ 600,00 10 ¢ 6000,00 Quitosano Gramo ¢ 15,00 10 ¢ 150,00 Agua destilada Mililitro ¢ o018 600 ¢ 106,85
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano  |Hora ¢ 268491 162 ¢ 436074
Recurso Humano Hora ¢ 2684,91 1,66 ¢ 445247 Recurso Humano Hora ¢ 268491 166 @ 445247 Costo Total ¢ 6013,79
Costo Total ¢ 14 366,56 Costo Total ¢ 8516,56
Tratamiento 7 Medio H2 (Ing. Reinaldo Cabrera) Tratamiento 8 Glucosa-maltosa (Cabrera et al 2004) Tratamiento 9 Papa-Zanahoria
Producto i6n (g) Precio Unitario Cantidad Costo Total Producto i61 Precio Unitaric Cantidad Costo Total Producto i6r Precio Unita Cantidad Costo Total
Dextrosa Gramo 32,00 5 ¢ 160,00 Maltosa Gramo ¢ 334,37 15 ¢ 501550 Papa Gramo ¢ 0,64 50 ¢ 32,00
Sacarosa Gramo ¢ 30,00 10 ¢ 300,00 Grlucosa Gramo ¢ 10,73 10 ¢ 107,27 Zanahoria Gramo ¢ 0,29 50 ¢ 1450
Extracto de Levadura [Gramo ¢ 146,00 5 ¢ 73000 Peptona Gramo ¢ 172,00 10 ¢ 1720,00 Agar Gramo ¢ 164,00 15 ¢ 2460,00
Peptona Micologica |Gramo ¢ 580,00 05 ¢ 290,00 Agar Gramo ¢ 164,00 20 ¢ 3280,00 Agua destilada Mililitro ¢ o018 1000 ¢ 178,09
Agar Gramo ¢ 164,00 15 ¢ 2460,00 Agua destilada Mililitro ¢ 018 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano  |Hora ¢ 2684,91 238 ¢ 639530
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,60 ¢ 429883 Costo Total ¢ 9079,89
Recurso Humano Hora ¢ 268491 162 ¢ 436074 Costo Total ¢ 14599,69
Costo Total ¢ 847883
10 Medio Pap: Quitina Tratamiento 11 Jugo de Vegetales (V8) Tratamiento 12 Testigo Absoluto
Producto i6n (g) Precio Unitario Cantidad Costo Total Producto i61 Precio Unitaric Cantidad Costo Total Producto i6r Precio Unita Cantidad Costo Total
Papa Gramo ¢ 0,64 50 ¢ 32,00 V8 Mililitro ¢ 335 100 ¢ 33529 Agar Gramos ¢ 164,00 20 ¢ 3280,00
Zanahoria Gramo ¢ 0,29 50 ¢ 14,50 Agar Gramo ¢ 164,00 9 ¢ 1476,00 Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09
Agar Gramo ¢ 164,00 35 ¢ 5740,00 CaCO3 Gramo ¢ 0,06 15 ¢ 0,09 Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,52 ¢ 408330
Quitina Gramo ¢ 600,00 10 ¢ 6000,00 Agua destilada Mililitro ¢ 018 500 ¢ 89,05 Costo Total ¢ 7541,39
Agua destilada Mililitro ¢ 0,18 1000 ¢ 178,09 Recurso Humano Hora ¢ 268491 1,97 ¢ 529971
Recurso Humano Hora ¢ 268491 2,07 ¢ 554881 Costo Total ¢ 7200,14
Costo Total ¢ 17513,40

Fuente: Elaboracion propia, 2021.



Anexo 7. Curvas de produccion de blastosporas en los medios liquidos.
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Anexo 8. Curvas de crecimiento radial (mm) de los medios sdlidos.
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Anexo 9. Peso de micelio (Filtrado para peso humedo) y secado para medicién de peso seco.
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Medio de cultivo Repeticidn Peso humedo Peso seco Peso de micelio | Micelio
(g) (g) (8) (g/mL)
1- PDA R3 23,11 1,17 21,94 0,296
R4 13,77 2,21 11,56 0,193
R5 12,56 10,40
14,91
24,25
2- SDA 1
2
3
3- Medio E R5 4,82 0,3 4,52 0,050
R6 0,68 0,13 0,55 0,0066
5,96 0,39
1,82
4- Medio H + quitina R3 9,58 1,39 8,19 0,105
10,72
5- Medio H + quitosano R2 17,96 0,4 17,56 0,462
R4 5,32 0,39 4,93 0,065
6,46
19,10
6- Medio H1 (JLR) R3 2,67 0,03 2,64 0,030
R4 2,25 0,03 2,22 0.025
3,39 1,11
3,81 1,17
7- Medio H2 (X L) R5 1,93 0,12 1,81 0.022
3,07
8- Glucosa + Maltosa R4 5,96 0,36 5,6 0,067
R6 4,96 0,52 4,44 0,052
7,10
9- Papa + Zanahoria R2 5,85 0,1 5,75 0,068
R4 2,69 0,01 2,68 0.089
6,99 1,24
7,92
R5 3,83 1,13
10- Papa + Zanahoria + R2 2,74 0,03 2,71 0,046
quitina R3 1,57 0,09 1,48 0,018
3,88 1,17
2,71
11- Jugo de vegetales R4 13,0 0,39 12,61 0,166
(V8) R6 5,34 0,28 5,06 0,076
3,69 1,11
3,40 1,12

14,14
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12- Testigo R2 2,26 0,02 2,24 0,024
R6 2,55 0,03 2.52 0.027
2,53 0,39

Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Anexo 10. Imdgenes ilustrativas del proceso metodoldgico y produccion de propdgulos

Cepas revigorizadas de Hirsutella nodulosa creciendo en medio sélidos, conservaciéon de cepas y
reproduccion en arroz con micelio, fidlides y conidios del hongo.
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Fuente: R. Ledn, 2018.



Conservacion, desarrollo y reproduccién masiva del Hirsutella nodulosa en granos de arroz.

Fuente: R. Ledn, 2018.

Preparacion de los medios sélidos.

Fuente: R. Leén, 2018.
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Medio V8 (11), papa + zanahoria + quitina (10), y papa + zanahoria (9) presentando un halo que contiene

gran cantidad de propagulos. El medio testigo (12) se observa cristalino o transparente respecto a los
otros medios.

Fuente: R. Ledn, 2018.

Medio Glucosa + Maltosa, con gran cantidad de propagulos de Hirsutella nodulosa.

v -

Fuente: R. Ledn, 2018.
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Medio H + quitosano, con gran cantidad de propagulos de Hirsutella nodulosa.

Fuente: R. Ledn, 2018.

Anexo 11. Evaluacion hipotética de los costos para aplicacion del mejor medio liquido y solido del resultado de este estudio.

Por ejemplo, si se asume hipotéticamente una concentracidn para aplicar una dosis se debe iniciar
desde la tabla 1 donde se muestran los costos por litro de cada medio de cultivo en liquido y sélido
utilizados en el presente estudio. En cuanto a los medios liquidos los mas costosos fueron los medios
papa + zanahoria+ quitina, seguido del medio H + quitina con un costo de ¢11.643,70 por litro y el medio
glucosa + maltosa con ¢11.036,04 por litro. Para los demdas medios de cultivo los costos rondaron entre
@#4.959,65 y ¢7.236,55 colones. En cuanto a los medios sélidos el mds caro con un costo de ¢{18.144,35
por litro, fue el medio de cultivo papa + zanahoria + quitina, seguido por el medio glucosa + maltosa con
un costo de ¢15.088,50, y el medio H + quitina con un costo de ¢14.872,85. El costo de los medios

restantes oscila entre (8.005,69 y ¢9.807,09 por litro.



Tabla 1. Costos de los medios de cultivo evaluados. Laboratorio de Fitoproteccidn, INTA. Agosto 2019.

Tratamiento Costo/litro (¢) Costo/litro (¢)

Medios Liquidos Medios Sélidos

PDA 4 959,65 8 155,57
SDA 5977,65 9 173,57
Medio E 5482,59 9203,74
Medio H + quitina 11 643,70 14 872,85
Medio H + quitosano 5793,70 9 022,85
Medio H1 (JLR) 5150,10 6 509,64
Medio H2 (X L) 5 745,53 8974,68
Glucosa + maltosa 11 036,04 15 088,50
Papa + zanahoria 6 627,78 9 807,09
Papa + zanahoria + quitina 11 668,42 18 144,35
Jugo de vegetales (V8) 5557,62 7 802,76
Testigo (agar-agua) 7 236,55 8 005,69




86

En la tabla 2 se muestra la cantidad de blastosporas y de conidios en un mililitro de agua.

Tabla 2. Produccidon de Blastosporas (11 dias) y concentracidn de conidias en cada tratamiento.
(Revisar este titulo)

Produccién de Concentracién de

Medio de cultivo blastosporas/mL a los conidios en los medios

11 dias solidos
Agar papa dextrosa (PDA) 1,1X107 b 2,4X10°
Saboroud papa agar (SDA) 1,1X10’b 8X10°
Medio E 6,7X107 a 1X108
Medio H + quitina 2,3X107b 1,3X10°
Medio H + quitosano 2,4X107b 3,2X10’7
Medio H1 4,7X107b 1X108
Medio H2 2,11X107b 1X108
Glucosa-maltosa 2,9X107 b 1X10°
Papa + zanahoria 1,0X10” b 1X10°
Papa + zanahoria + quitina 9,7X10°c 1X10°
Jugo de vegetales (V8): 4,7X10%¢ 8X10°
Testigo relativo 8,3X10%¢ 5X10*

Se asumi6 hipotéticamente una concentracién por mililitro de 1 x 10° blastosporas o conidios
para combatir el acaro S. spinki en arroz comercial (Rosas y Sampedro, 2006). Para una adecuada
aplicacién se recomienda 200 litros por hectarea lo que equivale a 2 x 10! blastosporas o conidios
por Hectdrea. A partir de la produccion (tabla 2) se estimd la cantidad de caldo de concentracidn necesaria
para alcanzar la dosis suscrita en cada tratamiento, y con ello estimar los costos por hectarea de la
aplicacion de cada tratamiento.

El medio liquido que hace que la aplicacidon sea mds barata es el medio E con una dosis de 200
I/ha a un costo de ¢ 16 365,95. Mientras que el medio sélido mas barata es el medio H + quitosano a una

dosis de 6,25 I/ha con un costo de ¢ 56 392,79 (tabla 3).
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Por lo tanto, para un programa de control integrado con estos dos medios se recomienda que el
caldo de concentracidon del microorganismo sea utilizado en concentraciones del orden de 11 X

107 blastosporas o conidios /mL o de 50 g/L de micelio), en caso de una baja produccién de conidios.



