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RESUMEN: En esta investigacion se utilizo el aislamiento Nr-003 del hongo entomopatdgeno
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, conservado en €l laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Agraria de La Habana, con e objetivo de evaluar la produccion de
conidios en diferentes sustratos solidos, asi como determinar el momento Optimo de cosecha. Para la
produccion de conidios se utilizaron los sustratos solidos siguientes: arroz entero, trigo y maiz partido,
con una cantidad de 100 g de sustrato en bolsas de polipropileno, inoculados con 35 mL de biomasa,
obtenida en un medio liquido a base de melaza (20 mL.L™?) y extracto de levadura (20 g.L ). A los 18
dias se evalué la produccién de conidios.gtde sutrato, g de polvo conidial.kg de sustrato® y conidios.g
de polvo conidial. Por otro lado se realizd la dinamica de produccién de conidios sobre arroz, a partir
de los 6 dias hasta los 18 dias, constituyendo cada momento de evaluacion un tratamiento. El hongo
produjo conidios en todos los sustratos solidos, destacAndose €l arroz entero por su mayor produccion
(8,93 x 10° conidios.g de sustrato?, 27,10 g de polvo conidial.kg de sustrato® y 2,7 x 10" conidios.g de
polvo conidial’?). El tiempo 6ptimo de cosecha de conidios fue a los 14 dias, momento donde e hongo
alcanza la mayor produccion conidial.
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EVALUATION OF SOLID SUBSTRATES FOR MASS PRODUCTION OF Nomuraea rileyi
(FARLOW) SAM SON

ABSTRACT: The isolate Nr-003 of the entomopatogen fungus Nomuraea rileyi (Farlow) Samson from
the Crop Protection Laboratory of the Agronomy Faculty, Agrarian University of Havana, was used in
this research with the objective of producing conidia on different solid substrates, as well as determining
the optimum harvest time on the substrate with the higher conidial production. The solid substrates
used for the conidial production were whole rice, wheat and broken corn. Propylene bags with 100 g of
each substrate were inoculated with 35 mL of biomass obtained in a liquid media containing molasses
(20 mL.L*) and yeast extract (20 g.L ). The production of conidia.g of substrate?, g of conidial powder.kg
of substrate! and conidia.g conidial powder! were evaluated after 18 days. In addition, the dynamics
of conidia production on whole rice was evaluated from day 6 to day 18, considering each evaluation
time a treatment. The fungus produced conidia on all the solid substrates standing out the whole rice
for its highest production (8,93 x 10° conidia.g of substrate?, 27,10 g of conidial powder.kgof substrate-!
and 2,7 x 10" conidia.g of conidial powder-t). The optimum time for harvesting conidia was on day 14,
when the fungus reached the highest production of conidia.
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INTRODUCCION

La insectoresistencia, resurgencia de plagasy
problemas de contaminacion ambiental y humana
han ido en aumento, por lo que se realizan fre-
cuentemente estudios encaminados a la busque-
da de alternativas al control quimico de insectos
nocivos. Entre ellas se destaca el control biol4gi-
co, a traveés de la utilizacién de enemigos natura-
les como depredadores, parasitoides, virus y
entomopatdgenos (1). A nivel mundial el uso de
hongos entomopatdgenos en las Ultimas décadas
ha ido en ascenso, siendo una de las alternativas
mas usadas en el control de plagas (2).

El hongo Nomuraearileyi (Farlow) Samson ha sido
informado como patégeno de mas de 30 especies de
larvas de lepidopteros, principalmente cuando estas
se encuentran en condiciones de tiempo humedo (3).
Este hongo se ha aislado, fundamentalmente, a partir
de insectos muertos y de suelos cultivados (4), en-
contrdndose muy asociado a fit6fagos importantes,
como Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), en cam-
pos de maiz (5).

Aungue se reconoce la potencialidad del hongo
como agente de control biolégico, aun no ha sido
ampliamente utilizado como micoinsecticida (2). En
los Ultimos afios se han logrado avances en su repro-
duccion masiva, pero aun es necesario continuar tra-
bajando en esa direccion (6,7,8,9).

La mayoria de las especies de hongos son pro-
ducidas en medios so6lidos, donde el hongo crece
como micelio superficial y produce conidios en hifas
aéreas. Sustratos naturales como el arroz o el sal-
vado de trigo constituyen medios de cultivo ade-
cuados para ese proposito (8,9). Por otro lado, la
produccion de hongos en sustratos sélidos dificulta
la automatizacion del proceso y carece de una eco-
nomia, en la produccién de conidios, a escala sa-
tisfactoria (10).

Este problema puede ser parcialmente resuelto
por un proceso de produccion en dos fases (cultivo
bifasico), en el que los cultivos sumergidos son uti-
lizado para producir una gran cantidad de micelio,
el cual es colocado después sobre un sustrato so6-
lido para obtener los conidios necesarios (10,11).
El presente trabajo se realizd con el objetivo de
evaluar diferentes sustratos sélidos, para la produc-
cion de conidios de N. rileyi, asi como determinar
el momento 6ptimo de cosecha del sustrato de
mejor respuesta.
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MATERIALESY METODOS

Produccion de conidios de N. rileyi en diferentes
sustratos soélidos

En la produccién de conidios del hongo
entomopatdgeno N. rileyi se utilizaron tres sustratos
s6lidos: arroz entero, trigo y maiz partido. Cada uno
de estos medios se lavaron por separado tres veces
con agua comun para eliminar la mayor cantidad posi-
ble de particulas ajenas a estos. Posteriormente se ver-
tieron por separado en un recipiente que contenia agua
en ebullicion, donde se mantuvieron por 5 minutos.

Después de precocidos, los sustratos se dejaron
enfriar en una bandeja, ya frios se colocaron 100 g de
cada uno en bolsas de polipropileno, las cuales se
sellaron y esterilizadas en autoclave, a 121°C por 20
minutos.

Las bolsas se inocularon con 35 mL de biomasa
de N. rileyi obtenido en un medio liquido a base de
melaza (20 mL.L?) y extracto de levadura (20 g.L?),
después de tres dias en agitacion continua sobre una
zaranda a 120 golpes.min? y mantenido a una tem-
peratura de 25 °C. Este medio liquido, con pH 6,38, se
inoculé con una suspension conidial de 4,12 x 107
conidios.mL?

Después de inoculadas las bolsas se incubaron
por 18 dias a una temperatura de 25,0+2,0°C. Trans-
currido este tiempo, los sustratos con el hongo
esporulado se secaron con el empleo de aire acondi-
cionado (18°C) y un deshumificador hasta un conte-
nido de humedad del 15%. Los ensayos se montaron
segun un disefio completamente aleatorizado, con tres
repeticiones por tratamiento. Los resultados se ex-
presaron en: conidios.g de sustrato®, polvo conidial.kg
de sustrato y conidios.g* de polvo conidial.

Para determinar la produccion de conidios.g? de
sustrato, se extrajo un gramo de sustrato y se colocd
en un tubo de ensayo, el cual se enrazé con 10 mL
de agua destilada més Agral® a una concentracion
de 0,05%, y se agitd en un Vortex durante 1 min para
separar los conidios del medio. El conteo de conidios
se realiz6 en una cdmara de Neubauer. Los datos
obtenidos fueron transformados a su logaritmo (Log,

X).

Para la obtencién de polvo conidial.kg?! de
sustrato se coloc6 un kg de sustrato con el hongo
esporulado en un vibrador sobre un juego de tami-
ces con orificios que iban desde 1 mm hasta 0,1
mm de diametro. El polvo conidial cosechado se peso
en una balanza analitica digital.
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En la determinacion de conidios.g? de polvo
conidial, se extrajo gramo de polvo conidial y se colo-
c6 en un erlenmeyer, el cual se enrazé a un litro con
agua destilada més Agral® a una concentracion de
0,05%. El conteo de conidios se realiz6 con la cama-
ra de Neubauer. Los datos obtenidos fueron transfor-
mados a su logaritmo (Log,, X).

Los valores obtenidos se procesaron mediante un
analisis de varianza de clasificacion simple. Para la
comparacion de medias se utilizé la Prueba de Tukey
con un nivel de significacién de 0,05%.

Dinamica de produccion de conidios de N. rileyi
(Nr-003) en sustrato arroz

El montaje, inoculacién, incubacion y evaluacion,
asi como el andlisis estadistico, fue similar al ensa-
yo anterior donde se determiné la cantidad de
conidios.g* de sustrato; excepto que las evaluacio-
nes comenzaron a partir de los 6 dias con un interva-
lo de 2 dias hasta los 18 dias. Para la realizacion del
andlisis estadistico se consideraron como tratamien-
tos los diferentes momentos de evaluacion, cada uno
con tres réplicas.

RESULTADOSY DISCUSION

Produccion de conidios de N.rileyi en diferentes
sustratos so6lidos

Al analizar la produccién de conidios de N.rileyi
en diferentes sustratos sélidos, se observaron de
forma general diferencias significativas entre los tra-
tamientos. Como puede observarse en la Tabla 1, el
hongo produjo conidios en todas las variantes, des-
tacandose significativamente el tratamiento consti-
tuido a base de arroz donde se obtuvieron valores
de 8,93 x 10° conidios.g?! de sustrato, 27,10 g de
polvo conidial.kg™* de sustrato y 2,7 x 10* conidios.g™
de polvo conidial. Por otro lado los tratamientos a
base de maiz partido y trigo difieren entre si,

alcanzandose los menores valores de produccion de
conidios en el sustrato trigo.

Los hongos entomopatdgenos desarrollados sobre
arroz en bolsas plasticas bajo un sistema de produc-
cion artesanal han alcanzado rendimientos del orden
de 10 conidios.g?! de sustrato, aunque lo mas fre-
cuente, en la mayoria de las especies, son los valores
de 10°conidios.g* de sustrato (11,12).

El arroz es el sustrato mas utilizado para la pro-
duccion masiva de hongos entomopatégenos por
mantener las condiciones fisicas, con una adecuada
superficie efectiva para el crecimiento micelial, un
adecuado balance nutricional, y condiciones especi-
ficas acordes a los requerimientos del aislamiento en
cuanto a aireacion y contenido de humedad (12,13).

Por otro lado, se debe tener en cuenta que estos
medios fueron precocidos, donde los valores de hu-
medad alcanzados en el sustrato arroz antes de inocu-
lar las bolsas con la biomasa producida en el medio
liquido alcanzan hasta un 34,96% (14). El contenido
de humedad del sustrato sélido es un parametro deter-
minante en el rendimiento de conidios de los hongos
mitosporicos, debiendo estar entre un 35y un 60%,
este efecto se debe, fundamentalmente, a la relacién
gue existe entre dicho contenido de humedad y la dis-
ponibilidad de oxigeno, elemento este que esindispen-
sable en el caso de la esporulacion de N. rileyi (13,14).

Dindmica de produccion de conidios de N. rileyi
(Nr-003) en el sustrato arroz

El andlisis estadistico realizado, en cada uno de
los momentos de evaluacion mostro6 diferencias signi-
ficativas. En la Figura 1 se observa la produccion de
conidios.g! de sustrato con relacion al tiempo.

A los seis dias ya se observa que hay produccion
de conidios sobre el sustrato, comenzando la fase
exponencial de crecimiento a los ocho y terminando a
los 12 dias. A los 14 dias inicia la fase de meseta

TABLA 1. Produccién de conidios en diferentes sustratos sdlidos./ Conidia production on diferent solid substrates

. g 1 . g - -1
Corudlos.g sustrato g de polvo conidial kg de COHIdI.OS.g de polvo conidia

Sustratos X orig. X Transf. sustrato™ X orig. X transf.
Arroz 8,93 x 10° 9,95a 27,10a 2,70 x 10" 11,42a
Maiz 1,14x 10° 9,04b 15,68 b 3,91 x 10" 10,59 b
Trigo 5,87 x 10° 8,77¢ 11,35¢ 1,77 x 10° 10,24 ¢
CV (%) 0,8658* 6,1959* 1,0018*
Ex 0,1129 1,6397 0,1512

Medias con letras iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente segiin Tukey (p<0,05).
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FIGURA 1. Dinamicade produccidn de conidios en arroz entero./ Conidia production dynamics on wholerice.

donde se estabiliza la produccién de conidios,
alcanzandose los valores mayores de 8,58 x 10°; 8,86
x 10°y 8,93 x 10° conidios.g™ de arroz en las evalua-
ciones a los 14, 16 y 18 dias, respectivamente, no
existiendo diferencias significativas entre ellas.

Estos resultados permiten establecer como momen-
to 6ptimo los 14 dias para iniciar el proceso de cose-
cha, tiempo menor en que se alcanza la mayor pro-
duccién de conidios sobre el sustrato arroz. Este tiem-
po de cosecha, para este y otros hongos, se ha utiliza-
do en trabajos realizados por varios autores (14,15), ya
que al inicio de la fase de meseta, la produccion de
conidios se mantiene constante con relacion al tiempo.

A partir de los resultados obtenidos se puede con-
cluir que el arroz entero fue el sustrato mas adecua-
do para la producciéon de conidios del hongo
entomopatdgeno N. rileyi; mientras que el momento
optimo de cosecha de este hongo sobre el sustrato
fue a los 14 dias.
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