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Resumen 

 

En el cultivo de caña de azúcar existe un grupo importante de plagas que causan daño en 

distintas partes de la planta y en diferentes épocas del año. Los áfidos son causantes de grandes 

pérdidas en la producción y rendimiento de caña azúcar, esto por sus características de ser 

insectos chupadores de savia de las hojas, las cuales se tornan amarillas o rojo oscuro y, también 

se consideran vectores de virus. Además, generan la presencia de hongos como la fumagina en el 

follaje, así como asociaciones simbióticas con las hormigas por las sustancias azucaradas que los 

áfidos liberan. El hongo entomopatógeno Lecanicillium lecanii parasita y se emplea para el 

control biológico de esta plaga, sin embargo, no se ha estandarizado su producción masiva, 

finalidad de esta investigación.  

En este trabajo la metodología se basó en la identificación molecular del hongo, 

determinar el mejor medio, pH, sustrato, temperatura y humedad para su producción masiva. 

Entre los resultados obtenidos se determinó que el hongo se desarrolla mejor a pH entre 5,5 y 6,5 

en agar compuesto por dextrosa e infusión de papa. Así mismo, el arroz es el sustrato que 

permite la mayor producción de conidios viabilidad y pureza microbiológica (7,26E+08 CVP), 

en comparación con la semolina (0,00E+00 CVP), harina de trigo (9,13E+05 CVP) y salvado de 

avena (3,70E+07 CVP). Se debe mantener una humedad superior al 65% en la fermentación 

sólida con arroz, alcanzando un total de 81,42E+09 Conidios Viables Puros (CVP) por gramo de 

sustrato cuando se empleó un volumen de 140 mL y una temperatura de 20ºC (8,68E+08 CVP). 

En conclusión, se logró establecer las condiciones de cultivo y desarrollo del hongo para una alta 

esporulación y viabilidad para su posible aplicación en campo. 
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1. Introducción 
 

La caña de azúcar (Saccharum spp.) se considera uno de los cultivos de mayor 

importancia económica a nivel nacional e internacional debido a su impacto en la canasta básica 

para el consumo humano, en la ganadería como suplemento alimenticio, para producir azúcar y 

alcohol, para la generación de energía e incluso, para su utilización como biocombustible 

(Caballero, 2020). Sin embargo, el cultivo de la caña de azúcar se ve afectado por diferentes 

plagas que generan daños directos e indirectos en las plantaciones (Lou et al., 2018), y deben de 

manejarse con base a diferentes estrategias, siendo los hongos entomopatógenos 

microorganismos que cuentan con un gran potencial para el control biológico, esto por su 

mecanismo de acción que generan infecciones fúngicas sobre las poblaciones de diferentes 

plagas de insectos (Ramírez-Sánchez et al., 2019). 

1.1. Antecedentes 

 

Para el año 2020 el cultivo de caña de azúcar en Costa Rica registra con un total de 5 393 

productores y 12 ingenios azucareros con más de 62 604 hectáreas destinadas al cultivo de caña 

(Chaves & Bermúdez, 2020) y una producción de 8 807 860 bultos de azúcar al año, según el 

Informe de Progreso Zafra 2019-2020 (Barrantes, 2018).  

 

Para la Zafra 2020-2021, LAICA reporta 60.668 ha y una producción total de 8 503 560 

bultos de azúcar y en el año 2021-2022 se produjo un total de 8 317 940 bultos de azúcar con 59 

836 Ha (figura 1), pero a pesar de esto, los productores se enfrentan a las plagas provocadas por 

insectos hemípteros que pertenecen a la familia Aphididae, siendo para Costa Rica, Melanaphis 

sacchari (Zehntner), Rhopalosiphum maidis (Fitch) y Sipha flava (Forbes), las tres especies de 

áfidos de mayor impacto (Voegtlin et al., 2003). 
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Figura 1. Índices de producción y rendimiento agroindustrial del sector cañero-azucarero 

costarricense durante el período 2002 – 2023. 

 

En el caso de M. sacchari, conocido popularmente como el áfido amarillo, es una de las 

plagas que afecta principalmente las producciones de gramíneas, caña de azúcar, sorgo en 

Florida, Estados Unidos. Pero, no fue hasta 1988 cuando se informó por primera vez la presencia 

de este áfido en Louisiana, y para el 2013 se consideró como una plaga económica en Texas y 

Louisiana; debido al aumento de los reportes por pérdidas en el rendimiento de las cosechas en 

estas zonas y posteriormente, se extendió a otros estados y regiones en donde se producen dichos 

cultivos (Haar et al., 2018). 

 

En el año 2016 en México se observaron especies de M. sacchari muertas y parasitadas 

por un hongo de coloración blanca con algunos tonos amarillos, siendo estas características 

morfológicas similares a cepas de L. lecanii, por lo que se procedió con su identificación 

molecular a partir de insectos que se encontraban momificados por dicho hongo y se determinó 

que esta cepa correspondía a L. longisporum, siendo esto fundamental para generar un 
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conocimiento claro acerca de los posibles controladores biológicos de plagas de áfidos por medio 

de dicho hongo entomopatógeno (Berlanga-Padilla et al., 2016). 

 

A raíz de lo anterior, los autores Castillo et al. (2009), mostraron en su estudio que para la 

caracterización morfológica de L. lecanii, se cultivó el hongo en placas de Agar Papa Dextrosa 

(PDA) a 25ºC por un periodo de 7 días y se realizaron tinciones con azul de lactofenol para su 

observación microscópica, luego, el hongo se propagó en Caldo Papa Dextrosa (PDB) incubando 

por 5 días a 25ºC en agitación continua. Para obtener el ADN (Ácido desoxirribonucleico) 

fúngico, se tomó una alícuota de las blastosporas producidas en el caldo y se utilizó la técnica de 

extracción de CTAB (Cetiltrimetilamonio Bromuro), seguido de la amplificación por medio de la 

PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa), del gen que codifica para la región ribosomal 18s 

(ADN ribosomal), empleando los primers PN3 (5’-CCG TTG GTG AAC CAG CGG AGG GAT 

C-3’) y PN10 (5’-TTC GCT TAT TGA TAT GCT TAA G-3’). Finalmente, las secuencias de 

cada muestra amplificada fueron analizadas en la base de datos del NCBI (Centro Nacional de 

Información Biotecnológica) para su identificación. 

 

Otro de los métodos empleados para la identificación de L. lecanii, se basó en el cultivo 

del hongo en PDA a 24 ° C durante una semana en oscuridad y el ADN fúngico genómico se 

aisló empleando el kit de ADN PowerSoil. Seguido de la extracción, se cuantificó el ADN con el 

espectrofotómetro NanoDrop ™ 1000 y la PCR se llevó a cabo utilizando los primers ITS1F y 

ITS4 de la región ITS (región espaciadora interna transcrita), es una fracción del genoma que se 

llama ADN espaciador. Finalmente, se comprobaron con las secuencias registradas en base de 

datos del NCBI utilizando BLAST (Búsqueda Básica de Alineación Local) para obtener la 

correspondiente identificación del hongo (Diaz et al., 2009). 

 

Ahora, desde el punto de vista aplicado, un estudio realizado por Kumar et al. (2020), 

muestra la importancia del uso de L. lecanii como agente de control biológico para evitar el uso 

de plaguicidas en la agricultura. Por lo que, se pueden emplear sustratos como lo es el sorgo, 

arroz, desechos de granja, desechos vegetales, bagazo de caña de azúcar, así como el medio de 

cultivo adecuado para desarrollar su esporulación. También, es importante evaluar el tipo de 
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matriz para su multiplicación y observar resultados significativos en la concentración de 

conidios, viabilidad y pureza. 

 

Así mismo, la investigación realizada en 2008 por Derakhshan et al., muestra la 

importancia de la producción masiva de Verticillium lecanii (reclasificado como Akanthomyces 

lecanii) en matrices sólidas, líquidas e incluso, bifásica. En cuanto a los sistemas líquidos se 

determinó que, de los seis medios probados, el que generó una mayor concentración de 

esporas/mL, es levadura de melaza (8.33x108 esporas mL/L). En cuanto a los sustratos sólidos 

analizados, se observó que el arroz es el adecuado para la generación de conidios, y, por último, 

cuando se realizó en estado bifásico, con respecto a la combinación de levadura de melaza y 

sustrato de arroz (1.75x109 esporas/mL) se muestra que es el método más eficiente para la 

producción en masa de esta cepa y su posterior aplicación en campo. 

 

Además, de las variables anteriormente mencionadas, también es importante evaluar los 

efectos de la aireación, pH, temperatura y otros. Feng et al. (2000), muestra que V. lecanii posee 

un gran potencial para el control biológico de áfidos y, por ende, es necesario estandarizar su 

producción en fermentación líquida y fermentación sólida. Para esta última, se analizaron 

sustratos de arroz, tomando en cuenta que la humedad utilizada juega un papel importante para el 

desarrollo de este hongo entomopatógeno. En cuanto a la fermentación líquida, se probó el 

medio líquido SMAY (Sabouraud Maltosa suplementado con 1% de extracto de levadura) y pH 

requerido para su óptimo desarrollo, dando como resultado un pH inicial de 5 en medio SMAY, 

donde alcanzó una concentración de 1,2 × 109 esporas/ml en el caldo a 24 °C y 150 rpm, además, 

una producción de biomasa de 1,5 × 109 espora/g en arroz como sustrato. 

 

Así mismo, se pueden utilizar diferentes coadyuvantes que permitan un mejor resultado al 

momento de su aplicación en campo. En la investigación de Ritika & Sangha (2019), realizaron 

análisis con glicerol, tween-80 y carboximetilcelulosa, para observar su efecto en el crecimiento 

y desarrollo del hongo L. lecanii. Para esto, se adicionaron estos adyuvantes en medio con papa 

dextrosa, lo cual permitió una mayor obtención de biomasa, crecimiento en la superficie y 

finalmente, al evaluar la formulación, se determinó un aumento en la mortalidad de la especie 

objetivo. 
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También es importante destacar que, una vez que se logra estandarizar el proceso de 

producción masiva del hongo entomopatógeno, es necesario evaluar su efectividad en el campo, 

por lo que, en el estudio realizado por Zambrano-Gutiérrez et al (2019), llevó a cabo la 

producción de L. longisporum en medio PDA (Agar Papa Dextrosa), SDA (Sabouraud Dextrosa 

Agar) y Agar Malta. Posteriormente, se evaluó su eficiencia y virulencia en condiciones 

controladas sobre poblaciones de áfidos, encontrándose que los mayores niveles de infección 

fueron causados por L. longisporum con una mortalidad entre el 30,0% y 50,0%. No obstante, es 

necesario realizar un estudio más detallado acerca de la ecología de estas especies para 

considerar su posible rol en la dinámica de las poblaciones de insectos de M. sacchari.  

 

En el caso de Costa Rica, se empleó el uso de L. lecanii para el control de la roya 

Hemileia vastatrix en cultivos de café (Coffea arabica), ya que, esta enfermedad provoca un 

debilitamiento de la planta, la maduración del fruto es irregular y, por ende, una disminución en 

la producción. Además, el uso de agroquímicos puede conllevar a la resistencia de las distintas 

plagas que afectan los cultivos, por esta razón, en el estudio realizado por Alcantara et al. (2020), 

de la Universidad de Costa Rica, se evalúo el efecto del hongo entomopatógeno en distintas dosis 

sobre la incidencia de la plaga, logrando en todos los aislados una eficiencia biológica de 60%, 

un porcentaje de germinación mayor al 80% y la viabilidad de los conidios fue alrededor del 

50%.  

 

También se han llevado a cabo ensayos en el Instituto Tecnológico de Costa Rica (ITCR) 

(Romero, 2020) en el que se evaluaron aislados de Lecanicillium sp para determinar la capacidad 

de parasitismo sobre uredosporas y pústulas de roya, obteniendo un porcentaje de parasitismo de 

uredosporas hasta del 88.33%. También se evaluó la capacidad parasítica de los aislamientos de 

Lecanicillium sp. en campo, en donde se presentó una disminución de la enfermedad de hasta el 

57.18%. Además, se obtuvo la producción de conidios en los sustratos como soya, sorgo, arroz, 

siendo el sustrato a base de soya con la mayor concentración de 1.08E+09 conidios por gramo y 

un porcentaje de viabilidad (99.7%) 
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1.2. Justificación 

 

En Costa Rica, las plantaciones azucareras son una de las principales fuentes en la 

generación de divisas y del Producto Interno Bruto, ya que, desde principios de la década de 

1960, las actividades agrícolas han tenido un auge dentro del desarrollo industrial del país 

(Harris & Fuller, 2014). También se caracterizan por ser multiplicadores del empleo, con 

aproximadamente 25.000 trabajadores directos y cerca de 100.000 empleos indirectos en el país 

(Aguirre, 2018), además de garantizar energía limpia, combustible, productos químicos a partir 

de su biomasa (Lagos-Burbano & Castro-Rincón, 2019). 

 

Para el año 2017 se reportó que se habían sembrado un total de 63.300 ha para la 

agroindustria de la caña de azúcar en las seis regiones de Costa Rica (Guanacaste, Zona Norte, 

Pacífico Central, Turrialba-Juan Viñas, Zona Sur y Valle Central) (Bermúdez, 2020). Además, 

en la zafra 2019-2020 se produjo un total de 4.092.123 TM (Toneladas Métricas) de caña de 

azúcar (LAICA, 2019) 

 

Con base en lo anterior, 2.754.991 TM fueron producidas por los ingenios (67,3% del 

total) y 1.339.585 TM producidas por 5.393 productores independientes (32,7% del total): 5.277 

pequeños (0 a 1.500 TM/año); 103 medianos (1.501 a 5.000 TM/año); y 13 grandes (más de 

5.000 TM/año) (LAICA. 2023). Así mismo, en la información provista en el Portal Estadístico 

de PROCOMER (Promotora del Comercio Exterior de Costa Rica), en el año 2020 se exportó a 

América del Norte, el Caribe y la Unión Europea, un total de 597 toneladas de azúcar, 

equivalentes a USD 251.200 (Vallejo et al., 2021).  

 

Según reporte de LAICA durante el periodo de Zafra 2010-2020, se realizaron entregas ≤ 

a 5.000 toneladas de productores independientes y entregas mayores a 5.000 toneladas de 

productores no independientes (figura 2). 
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Figura 2. Distribución de la producción agroindustrial según sector productivo del periodo 

2010-2020. 

 

Sin embargo, los agricultores se enfrentan a los problemas causados por enfermedades 

virales, bacterianas, fúngicas y plagas por insectos (Aday et al.,2017). Entre los principales virus 

que afectan las plantaciones de caña de azúcar se encuentra el que se conoce como el virus del 

mosaico de la caña (SCMV, SrMv, MDMV), hoja amarilla (ScYLV); en el caso de las bacterias 

se identifica la enfermedad conocida como escaldadura foliar (Xanthomonas albilineans), 

también se observan daños que generan los insectos como el barrenador (Diatraea spp.), el 

salivazo (Aeneolamia spp. y Prosapia spp.), jobotos (Phyllophaga spp.) entre otros (Badilla, 

2002), así como los áfidos, los cuales generan daños directos e indirectos, ya que, también se 

consideran vectores de algunos de los virus anteriormente mencionados (Lutz, 2017). 

 

Si no se controla de manera adecuada las infestaciones por áfidos, se pueden llegar a 

producir pérdidas desde 20% hasta 100 % del rendimiento en el cultivo, tomando en cuenta las 

prácticas de control de plagas que el productor emplea (Lee et al., 2023). En Argentina también 

se reportan pérdidas de rendimiento entre 30 y 100% a causa de M. sacchari en sorgo. (Cuitiño 

et al., 2022). 
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Por esta razón, algunas de las estrategias que se utilizan para mitigar el efecto de estas 

plagas, se basan en utilizar variedades que sean resistentes, eliminar las plantas que se 

encuentran enfermas para evitar la trasmisión mecánica con las herramientas de corta, 

tratamiento térmico de esquejes, trampas con feromonas, plaguicidas, trampas de color, cultivo 

in vitro y diagnóstico molecular (Duran & Chaves, 1996).  

 

 Pero, en algunas ocasiones estas prácticas no son tan eficientes y la aplicación de 

plaguicidas en altas concentraciones causan daño al ambiente, por lo que, utilizar controladores 

biológicos es esencial para reducir de manera responsable y adecuada las plagas que provocan 

daños primarios y secundarios en los cultivos y brindar una solución pronta a los productores 

(Cárdenas, 2018). 

 

A pesar de los esfuerzos por controlar las plagas y enfermedades en los cultivos, los 

áfidos siguen generando daños primarios en los cultivos de caña de azúcar, también se pueden 

observar efectos secundarios, ya que, no solamente se consideran vectores de virus, sino que 

también afectan los cultivos porque se alimentan de los fluidos del sistema vascular de la hoja, 

específicamente, del floema de la planta, posteriormente, una parte de las sustancias nitrogenadas 

de la savia se filtran y, finalmente, se excretan sustancias azucaradas compuestas de 

carbohidratos, conocida como ligamaza (Tena et al., 2018). Este compuesto es sumamente 

atractivo para hongos saprófitos como la fumagina (Capnodium sp.), el cual, forma una capa de 

crecimiento sobre toda la superficie de la hoja, impidiendo el proceso de fotosíntesis en la caña 

de azúcar (Akbar, et al., 2010). Así mismo, estas sustancias también generan relación de 

simbiosis con hormigas (Nylanderia fulva), debido a la secreción azucarada de los áfidos aportan 

(Völkl et al., 1999).  

 

Por esta razón, el control biológico de dichos áfidos es esencial para evitar pérdidas en la 

cosecha de caña de azúcar durante los meses de enero, febrero, marzo y en ocasiones abril 

(periodo de zafra), siendo L. lecanii, un hongo entomopatógeno que parasita y genera epizootias 

sobre las especies de áfidos (Matarrita & Vásquez, 2021). En el estudio de (Raigoza, 2023), 

reporta que el control biológico de la plaga se logra a través de la aplicación de L. lecanii por la 
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septicemia en los insectos que infecta, considerando los porcentajes de eficacia, productividad y 

la relación beneficio-costo. 

 

Sin embargo, no se ha estandarizado un procedimiento óptimo para la producción de este, 

teniendo en cuenta variables como la temperatura de crecimiento, pH óptimo del medio, 

humedad, tipo de sustrato y otros, por lo que, el propósito de este trabajo es llevar a cabo su 

producción considerando todas las variables anteriormente mencionadas (Javed et al., 2019). 

 

Finalmente, además de optimizar un protocolo para la producción masiva de L. lecanii 

para su utilización como controlador biológico de plagas de la caña de azúcar, es necesario 

emplear el uso de técnicas moleculares que permiten analizar ácidos nucleicos para identificar 

las diferentes especies de Lecanicillium sp. que se pueden encontrar en la naturaleza, esto con el 

fin de producir y aplicar el microorganismo indicado que va a cumplir su función en campo (Leal 

et al., 2008). Así mismo, los marcadores moleculares (primers) que se utilizan en las diferentes 

metodologías de biología molecular y en biotecnología, son fundamentales para identificar una 

secuencia particular de ADN en un conjunto de ADN desconocido (Minarni et al., 2021). 

 

Bajo este contexto, la finalidad del presente trabajo de investigación es identificar 

molecularmente cepas de L. lecanii y discernir cuáles son los requerimientos óptimos de pH, 

temperatura, humedad, sustratos y medios nutritivos adecuados para realizar la producción 

masiva del hongo entomopatógeno como potencial controlador biológico de áfidos. 

 

 

 

1.3. Planteamiento del problema 

 

Debido a los problemas provocados por las plagas de áfidos en cultivos de caña de azúcar 

es necesario llevar a cabo una metodología estandarizada que permita la identificación molecular 

y la producción del hongo entomopatógeno L. lecanii con los sustratos y medios de cultivo 

adecuados, por lo que, la pregunta de investigación es la siguiente: ¿Cuáles son las condiciones y 
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sustratos óptimos para la estandarización de la producción masiva e identificación molecular del 

hongo entomopatógeno L. lecanii utilizado en el control de áfidos? 

 

1.4. Objetivos 

 

1.4.1. Objetivo general 

 

Desarrollar un sistema que permita la producción masiva de L. lecanii y su potencial uso como 

agente de control de áfidos en el cultivo de caña de azúcar. 

1.4.2. Objetivo específico 

 

1. Identificar mediante técnicas moleculares el hongo entomopatógeno L. lecanii a partir de 

dos cepas criopreservadas de Lecanicillium sp. 

2. Determinar las condiciones óptimas de temperatura, pH, humedad y medios nutritivos 

adecuados para el crecimiento y desarrollo del hongo identificado como L. lecanii. 

3. Definir los sustratos para la producción masiva de unidades infectivas del hongo 

entomopatógeno L. lecanii. 

 

2. Marco teórico 

 

2.1. Características generales de la caña de azúcar 

 

La caña de azúcar pertenece a la Familia: Poaceae (Gramineae), (Arif et al., 2019). Estas 

plantas se caracterizan porque crecen hasta alcanzar 3-5 metros de altura y de 4-12 tallos, cada 

uno compuesto por una gran cantidad de entrenudos, en su parte interna es dulce y el jugo se 

encuentra compuesto por sacarosa (más abundante), glucosa, fructosa, ácidos orgánicos y 

polisacáridos que se detallan en el cuadro 1 (Elahi & Mughal, 2017). Así mismo, en los últimos 

años se potencia su uso para biocombustibles y afines (Mirajkar et al., 2019). 
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Cuadro 1. Composición jugo de caña de azúcar (Makur, 2019). 

 

 

 

Dado la importancia socioeconómica de esta actividad, es necesario identificar cuáles son 

los puntos más vulnerables a los que el sector agrícola se enfrenta y perjudican la producción, 

entre ellos se puede mencionar el tipo de suelo utilizado, las variedades empleadas, el impacto 

por el cambio climático que reducen los rendimientos óptimos del cultivo, aumenta la 

proliferación de la maleza (Vignola et al., 2018). También se destacan las enfermedades 

causadas por hongos, bacterias, virus, e incluso plagas como ácaros, chinches, ratas, el 

barrenador de la caña de azúcar Diatraea spp, que, además de generar daños directos también 

provocan daños secundarios, siendo necesario desarrollar estrategias para mitigar la 

vulnerabilidad y promover su competitividad (Lutz, 2017). 

 

2.2. Principales enfermedades provocadas por hongos en la caña de azúcar 

 

Entre las principales enfermedades causadas por hongos se encuentran la roya naranja, la 

cual es generada por el patógeno Puccinia kuehnii y su sintomatología se caracteriza porque en 

las etapas iniciales se presentan pequeñas lesiones elongadas amarillas, luego se forma una 

aureola pálida que se torna de una coloración verde a amarilla y por último una tonalidad naranja 
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cuando la enfermedad se desarrolla y avanza en la planta (Valdés et al., 2017).  Estas lesiones se 

generan en la epidermis de las hojas de la caña de azúcar, lo que resulta imposible para la planta 

llevar a cabo su proceso de fotosíntesis de manera eficiente y en su superficie foliar toma una 

apariencia áspera (Aday et al., 2017). 

 

Otra de las enfermedades causadas por hongos es Ustilago scitaminea, conocida 

popularmente como carbón de la caña de azúcar (Honorio, 2013). Este parásito sistémico 

produce necrosis y clorosis sobre las láminas de las hojas, además, durante el desarrollo de la 

infección el micelio penetra intracelularmente los tejidos meristemáticos de la planta, dando 

como resultado la formación de una estructura en forma de látigo en la parte del ápice del tallo 

que permite la liberación de las esporas y continuar con su ciclo (Elizabeth, 2020). 

 

También se pueden mencionar el Cogollo Retorcido o Pokkah Boeng que es causado por 

el hongo Fusarium moniliforme y la planta adquiere una coloración pálida, inhibición en el 

crecimiento, los nodos se tornan de color rojo oscuro y se observa tallos de caña huecos y secos 

(Miranda et al., 2020). Además, la Mancha Ojival (Bipolaris sacchari), son manchas cloróticas 

en la base de la hoja, se presentan deformaciones en el cogollo y puede concluir en la muerte del 

ápice por pudrición (Ovalle & de CENGICAÑA, 2017). 

 

2.3. Principales enfermedades provocadas por bacterias en la caña de azúcar 

 

Además de las fitopatologías anteriormente mencionadas, también se encuentran las 

causadas por las bacterias, como por ejemplo Xanthomonas albilineans, la cual genera la 

enfermedad conocida como escaldadura foliar y se caracteriza por generar líneas delgadas 

paralelas a la nervadura central de la hoja y en la mayoría de los casos se observan de una 

coloración blanca, que incluso pueden encontrarse hasta la zona de la vaina y tallo (Macías et al., 

2011). También se ha observado en las variedades de caña susceptibles a esta enfermedad un 

acortamiento de entrenudos y enanismo de los tallos en comparación con su crecimiento normal 

(Alvez et al., 2011). 
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Con base en lo anterior, también se destaca el Raquitismo de las socas (RSD por sus 

siglas en inglés ratoon stunting disease) causado por Leifsonia xyli subsp. xyli, la cual se albergar 

en los tejidos del xilema y genera que los haces vasculares del tallo se obstruyan (Joya et al., 

2015).  Además, esta enfermedad sistémica no muestra síntomas externos y en muchas ocasiones 

no se logra detectar, sin embargo, anualmente se reporta pérdida del vigor y número de tallos, 

esto debido al efecto que causa la bacteria en la disminución del diámetro del tallo y 

acortamiento entre los entrenudos, sin afectar el porcentaje de azúcar que posee cada tallo 

(Iglesia et al., 2007) 

 

2.4. Principales enfermedades provocadas por virus en la caña de azúcar 

 

No se puede dejar de lado el daño causado por los virus, ya que, uno de los principales 

problemas a los que se enfrentan los productores se encuentra el virus de la hoja amarilla 

(ScYLV por sus siglas en inglés) y el virus del mosaico de la caña (SCMV por sus siglas en 

inglés), tal como lo mencionan Durán & Chaves (1996). Los síntomas de ScYLV se caracterizan 

por un acortamiento de entrenudos, clorosis, tallos y sistema radicular menos desarrollados que 

en una planta sana, además puntas quemadas alrededor de la lámina foliar, amarillamiento de la 

nervadura central, siendo este uno de los primeros rasgos que se observan al inicio de la 

enfermedad y continúa en la lámina foliar (Chavarría et al., 2006). 

 

Así mismo, el SCMV muestra síntomas muy similares a ScYLV, ya que, como se 

muestra en la figura 3, presenta decoloraciones en la lámina foliar y zonas de color verde en 

contraste con áreas verde pálido o amarillentas y es causada por la asociación de tres virus, por 

sus siglas en inglés: Sugarcane mosaic virus (SCMV), Sorghum mosaic virus (SrMV) y 

Sugarcane streak mosaic virus (SCSMV) (Perales-Rosas et al, 2018). 

 

Además, se han identificado la presencia de insectos vectores que provocan la 

transmisión indirecta de estos virus, tales como el áfido gris (M. sacchari) considerado 

transmisor de ScYLV, el pulgón amarillo (S. flava) vector de ScMV y el áfido negro del maíz (R. 

maidis) transmisor de ambos virus (Medina, 2017). 
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Figura 3. Sintomatología de ScMV y ScYLV en caña de azúcar. Imagen tomada por Salazar, 2012 y 

Durán, 2011 (https://servicios.laica.co.cr/laica-cv 

biblioteca/index.php/Library/download/ClGSAsuppYOlLTPyGTUwniOpqeBpKOIo). 

 

2.5. Descripción general de los áfidos 

 

Los áfidos se consideran cosmopolitas y generan un impacto significativo sobre sus 

plantas hospederas cuando los cultivos se encuentran afectados por estos insectos (Clarke et al., 

2020). Además, su problemática también radica por transmitir virus fitopatógenos al succionar la 

savia de los tejidos del floema, provocando pérdidas en la producción de caña de azúcar, maíz y 

arroz, melón, cítricos y otros (Blanco-Metzler & Morena-Montoya, 2019). 

 

Los áfidos son pequeños insectos de cuerpo blando pertenecientes al orden Hemíptera y a 

la superfamilia Aphidoidea (Pucheta et al., 2006); así mismo, miden de 2,0 a 3,0 mm, cuentan 

con un par de sifúnculos con poros en los extremos que están ubicados en la parte dorsal del 

abdomen, antenas filiformes de 3-6 segmentos, el rostro asemeja formarse entre las coxas 

anteriores, alas anteriores están formadas por una sola vena longitudinal bien desarrollada, ojos 

compuestos con tubérculo ocular de tres facetas, el color característico es verde para camuflarse 

en el envés de hojas de toda la planta, por lo que, a veces resulta difícil su detección (Voegtlin et 

al., 2003). 

 

En cuanto a su ciclo de vida se caracterizan por ser complejo por la manera que 

sobreviven a las condiciones ambientales que se presenten y tener la capacidad de aprovechar a 

disponibilidad de plantas en zonas que presentan cambios de estacionalidad (Quaghebeur et al., 

A B 

https://servicios.laica.co.cr/laica-cv
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2018). Entonces, cuando las condiciones ambientales no son óptimas se reproducen de manera 

anfigónica en donde intervienen tanto macho como hembra. (Shuo et al., 2020). 

 

Sin embargo, cuando las condiciones son adecuadas y de alta disponibilidad de alimento, 

la reproducción se lleva a cabo mediante partenogénesis, donde sus huevos se caracterizan por 

ser diploides, ya no necesitan la participación de un macho de esta especie (Watanabe et al., 

2018). Además, en el caso de Costa Rica, existe una gran diversidad de áfidos que provienen de 

las zonas templadas y su ciclo de vida es complejo, esto a pesar de que en el clima tropical 

desaparece la fase sexuada y solamente se reproducen por medio de partenogénesis, tal como se 

representa en la figura 4 (Carreño, 2020). 

 

 

Figura 4. Ciclo de vida de los áfidos. Imagen tomada de Tagu et 

al.,2014. 

 

También se han identificado ciclos en la vida de los áfidos en dependencia de las 

migraciones que realicen las generaciones con respecto a su planta hospedera, ya que, si no 

cambian de planta durante todas las generaciones hasta que se desarrollen completamente, se 
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conoce como ciclo monoico, sin embargo, el ciclo es dioico cuando las generaciones migran a 

otra especie vegetal para completar su ciclo de vida (Carreño, 2020). 

 

2.6. Daños primarios y secundarios de los áfidos en el campo 

 

Es importante destacar que, cuando los áfidos se alimentan directamente del sistema 

vascular de la hoja, específicamente del floema de la planta, excretan una sustancia azucarada 

conocida como ligamaza que se encuentra compuesta principalmente por carbohidratos, 

aminoácidos y el agua proveniente del floema (Styrsky & Eubanks, 2007).  Estas sustancias ricas 

en sacarosa son sumamente atrayentes para otros insectos y hongos saprófitos como las hormigas 

y fumagina, respectivamente (Pringle et al., 2014). 

 

En la figura 5 se muestra la relación de simbiosis de las hormigas (figura 5.A) y los 

áfidos (figura 5.B), ya que, las primeras palpitan con sus antenas la ligamaza que liberan los 

áfidos (Detrain et al., 2010). Así mismo, los áfidos también se ven beneficiados porque las 

hormigas protegen a estos de posibles depredadores y parasitoides, e incluso brindan limpieza 

para evitar la aparición de hongos u otro microorganismo y así mantener esta interacción 

(Woodring et al., 2004) 

 

 

Figura 5. A) Hormiga consumiendo ligamaza de áfidos y B) Cobertura del hongo fumagina sobre 

hojas de planta. Imagen tomada de Salazar, 2012 (https://servicios.laica.co.cr/laica-cv-

biblioteca/index.php/Library/download/trOFDQCykoOthkiwKcfIuCDjfVJhBdZY). 

 

A B 



 

17 

 

Este compuesto también es sumamente atractivo para hongos como la fumagina, el cual 

forma una capa sobre la hoja, impidiendo el proceso de respiración y de fotosíntesis de la hoja 

principal de la caña de azúcar (Völkl et al., 1999). Esto provoca que el crecimiento de la planta 

no sea óptimo, siendo los hongos Cladosporium, Aureobasidium, Antennariella, Limacinula, 

Scorias y Capnodium, los géneros que se encuentran principalmente involucrados en el consumo 

de ligamaza generada por los áfidos (Nelson, 2008). 

 

En cuanto a la forma de diseminación de este hongo, se puede llevar a cabo mediante 

corrientes de agua o aire, por medio de insectos que transportan esporas y transmiten la 

enfermedad cuando se alimentan del floema de la planta (Moir et al., 2018). Además, se 

caracterizan por ser saprófitos y no patógenos, ya que, la fumagina no genera infección porque 

no penetra los tejidos vegetales y solamente se alimenta de las sustancias azucaradas generadas 

por los insectos (El-Gali & Mohammed, 2017). También produce una película de manchas 

negras sobre el haz de la hoja de polvo muy fino, retrasando el crecimiento y menor resistencia 

dejando a su hospedero susceptible a otros parásitos (Nelson, 2008). 

 

2.7. Técnicas empleadas para el control de áfidos 

 

Existen diversas técnicas que se emplean para mitigar el efecto de los áfidos, entre ellas 

se encuentran las trampas adhesivas cromáticas, ya que, dichos insectos se ven atraídos por el de 

color amarillo o verde amarillento. También se pueden mencionar las trampas de succión que su 

función se basa en aspirar el aire a través de una malla horizontal en donde quedan los áfidos 

atrapados (Salazar, 2009). 

 

En ocasiones es necesario aplicar productos químicos que se basan en insecticidas de 

gran espectro como el Imidacloprid, Clotianidina y Tiametoxam (neonicotinoides), el Fipronil 

(fenil pirazol), pero también supone un mayor riesgo para los insectos no objetivo como las 

abejas (Apis mellifera), además de ser dañinos para organismos acuáticos y edáficos. (Botías & 

Sánchez-Bayo, 2018). 
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El empleo constante de estos químicos no solamente genera daño al medio ambiente, sino 

que también a las personas, con síntomas tales como intoxicaciones, infertilidad y presencia de 

estas sustancias en metabolitos involucrados en fluidos biológicos (Pardo et al., 2020). Por lo 

tanto, en los últimos años se ha prohibido o bajado las concentraciones de estos productos por su 

perfil toxicológico y persistencia ambiental (Rojas, 2018). 

 

También se emplean productos biológicos como una herramienta para el control de estos 

insectos, ya sea por medio de bioinsecticidas a base de agentes microbianos o entomopatógenos 

como ingrediente activo, o bien metabolitos del microorganismo para reducir el efecto negativo 

generado por los áfidos y que no causen daño al ambiente y suelo, así como a la diversidad de 

organismos que se encuentran en él. 

 

2.8. Características generales de los hongos entomopatógenos para el control biológico de 

plagas en la agricultura 

 

El rol que desempeñan los hongos entomopatógenos para el control de plagas en el área 

agrícola es de gran importancia para reducir el impacto producido por las altas poblaciones de 

plagas. Entre las especies empleadas para el control biológico se encuentran Beauveria bassiana, 

Metarhizium anisopliae, Trichoderma spp., entre otras, siendo L. lecanii utilizado por su 

potencial para reducir las plagas de estos insectos (Yadav et al., 2019). 

 

Estos microorganismos se caracterizan por presentar talos pluricelulares, filamentos 

formados por cadenas de células y existe una diferenciación celular para llevar a cabo distintas 

funciones como absorción de nutrientes, formación de hifas, generar cuerpos fructíferos y 

conidios (Altamira et al., 2020). Además, los hongos filamentosos están conformados por una 

parte vegetativa, la cual es incolora, compuesta por hifas y el conjunto de estas forman el 

micelio, además de otra parte reproductiva constituida por estructuras de reproducción sexual y 

asexual. (Sepulveda et al., 2019). 

 

El mecanismo de acción de los hongos entomopatógenos empieza cuando los conidios 

son dispersados por el aire, insectos o lluvia que transportan estas esporas hasta la cutícula de su 
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hospedero y comienza su ciclo de infección (Ames de Icochea, 2004). Una vez que se adhiere, 

continúa con la formación del apresorio (hifas achatadas que rompen la cutícula de su 

hospedante) a partir de la diferenciación del tubo germinativo, el cual le permite penetrar al 

interior de la cutícula del insecto, producir toxinas y causar la muerte del insecto. 

Posteriormente, las blastoporas colonizan el hemocele y culminan con la formación de hifas 

desde la parte interna a la parte externa del insecto, para la dispersión de conidios sobre el 

cadáver de este y así, continuar con su ciclo (Carreño, 2020). 

 

En la figura 6 se esquematiza el proceso de interacción de la respuesta inmune innata de 

los insectos ante el ataque de infecciones fúngicas, en donde se incluyen las defensas humorales 

y celulares (Qu & Wang, 2018). En este mismo estudio se detallan las estrategias empleadas por 

los huéspedes, que se basan en reacciones multifactoriales, desarrollo de inhibidores de proteasas 

de insectos (IMPI) hacia las metaloproteasas de los hongos y Toll, (Toll-like Receptors, TLRs) 

que es esta vía inmunitaria del hospedero ante la invasión de los hongos entomopatógenos (Qu & 

Wang, 2018). 

 

En el proceso de infección, la proteína de unión gramnegativa 3 (GNBP3), perteneciente 

a la familia de proteínas de reconocimiento β-1, 3-glucano (βGRP), se une a los componentes de 

las células fúngicas y se inicia la vía de señalización Toll, para lo cual, dos CLIPs 

(Inmunoprecipitación de Entrecruzamiento), Persephone y Spaetzle, la enzima de procesamiento 

(SPE), generan la ruptura de una citocina del nudo de cisteína, que se conoce como Spaetzle 

(Spz) y provoca la activación del receptor transmembrana Toll cuando Spz escindido 

proteolíticamente se une con el receptor (Qu & Wang, 2018). Seguidamente, se desencadena una 

cascada de transducción de señales intracelulares compuesta por adaptadores MyD88 (Proteína 

de Diferenciación Mieloide 88), Tube y la quinasa Pelle, que tiene como finalidad la expresión 

de los AMPs (Adenosín monofosfato) que son péptidos antimicrobianos que producen cuerpos 

grasos, las células de la epidermis y los hemocitos) llevada a cabo por los factores de 

transcripción NF-Kb (Factor Nuclear de Transcripción kappa B): Dorsal y Dif (Qu & Wang, 

2018). 
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De esta manera, las esporas fúngicas que ya están en la hemolinfa pueden ser detectadas 

por los hemocitos, quienes van a inducir a la fagocitosis celular y encapsular a los huéspedes 

invasores, junto con moléculas involucradas en el sistema inmunológico para eliminar la 

infección del hongo entomopatógeno (Shin et al., 2020). Para que las esporas fúngicas puedan 

causar infección dentro de su huésped, el hongo debe de eludir las defensas anteriormente 

mencionadas, para lo cual, cuentan con la estrategia de convertirse en levaduras tipo blastosporas 

en el hemocele del insecto y acelerar su proliferación para evadir estas defensas (Mascarin & 

Jaronski, 2016); también son capaces de liberar inmunosupresores y toxinas para poder suprimir 

el sistema inmunitario del insecto (Qu & Wang, 2018). 

 

 

 

Figura 6. Mecanismo de acción de los hongos entomopatógenos ante el sistema inmunitario 

de los huéspedes. Imagen tomada de Qu & Wang, 2018. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X17305542. 
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2.9. Características generales de Beauveria bassiana 

 

El hongo entomopatógeno B. bassiana perteneciente al orden Hypocreales, de la familia 

Cordycipitacea; muestra colonias algodonosas de coloración blanca cuando se encuentra 

creciendo en PDA (figura 7), luego, con el paso del tiempo se tornan de una coloración 

amarillentas y cremosas, y en algunas cepas, el envés se muestra de color rojo en la parte central 

y amarillo alrededor (Ramírez, 2020). Generalmente el diámetro de los conidióforos es de 1 a 2 

μm, de los cuales nacen las células conidiógenas que se acumulan y forman grandes cuerpos 

compactos que se pueden ramificar y dar origen a conidiógenas secundarias o pueden 

encontrarse en forma solitaria, además, sus conidios son hialinos y se encuentran suspendidos en 

estas estructuras (Espinosa-Ortiz et al., 2011). 

 

Figura 7. Morfología macro A) superior, B) inferior y 

C) microscópica de B. bassiana. Imagen tomada de: 

https://ejbpc.springeropen.com/articles/10.1186/s4193

8-022-00617-4. 

 

2.10. Características generales de Metarhizium anisopliae 
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Se describió el género de Metarhizium en 1883 y forma parte del orden Hypocreales, de 

la familia Cordycipitacea; su crecimiento en PDA se observa un micelio redondo con borde 

blanco y grupos de conidióforos que, al multiplicarse los conidios, se tornan de color verde 

(figura 8), su envés es incoloro, marrón o en algunas ocasiones verdoso (Aguilera-Cogley et al., 

2020). A partir del micelio nacen unas estructuras que internamente produce las esporas, 

conocida como fiálide de forma cilíndrica con 6 a 13 μm de longitud y 2 a 4 μm de diámetro, 

además, los conidios son unicelulares, cilíndricos que forman largas cadenas verdes (Gao et al., 

2011). 

 

Figura 8. Morfología A) macro y B), C), D) y E) microscópica de M. anisopliae. 

Imagen tomada de: https://www.researchgate.net/figure/M-anisopliae-colonies-on-

different-media-A-CYA-left-PDA-middle-and-Czapek-right_fig1_360398941. 

 

2.11. Características morfológicas de L. lecanii 

 

L. lecanii pertenece al orden Hypocreales, de la familia Cordycipitaceae y entre sus 

características macroscópicas se destacan la formación de colonias blancas con consistencia 

algodonosa, crecimiento expandido y plano, tal como se muestra en la figura 9. A. Además, sus 

cualidades microscópicas (Figura 9. B) destacan por presentar fiálides (células conidiógenas) 

erectas, anchas en la base y en el extremo son delgadas por donde se expulsan los conidios 
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conformados en grupos de dos a seis, aunque también hay algunos solitarios (Cañedo & Ames, 

2004). 

 

  

Figura 9. Morfología A) macro y B) microscópica de L. lecanii.  Imagen tomada por Svetlana Y. Gouli, 

2018, https://www.ipmimages.org/browse/subthumb.cfm?sub=12317. 

 

Las enzimas involucradas en el proceso de infección del hongo V. lecanii son proteasas, 

lipasas, quitinasas y amilasas degradantes de proteínas y polisacáridos (Altamira, 2020). Estas 

moléculas son la base para el desarrollo de mico-insecticidas porque les confieren capacidad a 

los hongos entomopatógenos de penetrar la cutícula de su hospedador y obtener los nutrientes 

necesarios para desarrollarse y continuar con su ciclo infectivo (Saba et al. 2013). 

 

2.12. Clasificación taxonómica 

 

La ubicación taxonómica de Lecanicillium lecanii según Kepler RM et al. (2017), es la 

siguiente 

 

Reino: Fungi 

División: Ascomycota. 

Subdivisión: Pezizomycotina. 

Clase: Sordariomycetes. 

Orden: Hypocreales. 

Familia: Cordycipitaceae. 

A B 



 

24 

 

Género: Lecanicillium 

Especie: Lecanicillium lecanii 

 

En el 2017 L. lecanii fue clasificado por Kepler RM et al. (2017) como Akanthomyces lecanii. 

Además, su sinónimo homotípico es Lecanicillium lecanii (Zimmerman) por Zare & W. Gams 

en 2001 y como Verticillium lecanii (Zimmerman) Viegas. 

 

2.13. Identificación molecular de L. lecanii 

 

Después de reconocer las características morfológicas de L. lecanii, es necesario aplicar 

el uso de las herramientas moleculares para la adecuada identificación a nivel de género o 

especie del microorganismo que se aisló y purificó (Aguilera, 2021). Sin embargo, los 

procedimientos moleculares no constituyen protocolos estandarizados para el microorganismo 

que se requiere identificar, lo que dificulta su utilización en dependencia de la especie con la que 

se está trabajando (Palomino-Camargo & González-Muñoz, 2014).  

 

Además, los reactivos que se emplean son costosos económicamente y algunos casos se 

manipulan productos tóxicos, lo que hace fundamental la utilización de equipos de protección 

personal (Aguilera, 2021). A pesar de estas limitaciones, las técnicas moleculares han facilitado 

analizar con mayor claridad la diversidad genética, los patrones de distribución, composición, 

funcionamiento, relaciones filogenéticas y, por ende, una mayor comprensión de los 

requerimientos y necesidades de los microorganismos por estudiar (Sierra, 2007). 

 

2.13. Papel de L. lecanii en el control de los áfidos 

 

En cuanto al papel que juega L. lecanii sobre el control biológico de áfidos es de suma 

importancia, ya que estos últimos presentan características morfológicas, biológicas y ecológicas 

que los hacen susceptibles a este hongo entomopatógeno, el cual genera epizootias naturales que 

se evidencian en una disminución considerable en las poblaciones de áfidos (Diaz et al., 2009). 
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Cabe destacar que, su proceso infectivo inicia cuando el hongo libera enzimas como B-

1,3-glucanasas, quitinasas, proteasas que generan alteraciones en la pared celular de los insectos 

y las células pierden turgencia, lo que conlleva a la desorganización del citoplasma y las células 

atacadas colapsan hasta reducir el protoplasma por el desarrollo y multiplicación de su 

antagonista, para concluir con la liberación de esporas sobre el cadáver del insecto, tal como se 

muestra en la figura 10 (Vargas, 2017). 

 

Figura 10. Cadáver de áfidos parasitados por L. lecanii. Imagen 

tomada de Pecina et al., 2021. 

 

Los hongos entomopatógenos como L. lecanii actúan como parásitos facultativos, por lo 

que, no existe ningún riesgo para otras especies de mamíferos, aves, plantas, humanos y en el 

campo demuestran la especificidad por su hospedero, razones por las que no se considera 

invasivo y puede ser utilizado sin ningún riesgo (Shi et al., 2009). No obstante, se ha informado 

sobre la capacidad de los hongos entomopatógenos de infectar o matar artrópodos no objetivo, 

por lo cual, se debe evaluar exhaustivamente el grado de riesgo, estrategias de aplicación 

razonable, el manejo integral de plagas y la capacidad de resistencia de los organismos no 

objetivo (Yan et al., 2023). 

 

2.14. Aspectos por considerar para la producción de L. lecanii 
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Al momento de producir masivamente el hongo L. lecanii, es necesario considerar una 

serie de factores físicos que pueden influir directamente en la producción de conidios, como la 

temperatura, pH, fotoperiodo, humedad para lograr una germinación adecuada, sin embargo, 

antes de su producción es necesario obtener un cultivo monospórico, el cual se puede obtener de 

manera directa o indirecta (Marques et al., 2018). 

 

En algunas ocasiones, la técnica directa no es la mejor opción porque la muestra puede 

acarrear contaminación por ser ambiental, pero se puede solucionar suplementando el medio con 

antibiótico. En cuanto a la técnica indirecta, se basa en emplear una solución de hipoclorito de 

sodio para desinfectar primero el insecto y se coloca sobre una cámara húmeda con papel filtro o 

algodón e incubar por unos días (Motta-Delgado & Murcia-Ordoñez, 2011). 

 

 

Una vez que se cuenta con la cepa pura y libre de contaminación, se pueden llevar a cabo 

tinciones para observar la morfología de las hifas, fiálides y conidios para su identificación a 

nivel de género. Luego, complementando con las técnicas moleculares, se puede identificar la 

cepa tanto a nivel de género como de especie y conocer cuáles son sus requerimientos para su 

producción (Yoon et al., 2010). 

 

2.15. Temperatura 

 

Una temperatura adecuada para que el microorganismo inicie con su proceso infectivo se 

encuentra entre 15 y 26 °C, considerándose una óptima a 25-26°C. Además, la temperatura 

puede provocar un desarrollo más lento o que no sea la óptima para que el microorganismo 

crezca de la manera adecuada (Carrillo et al., 2007). 

 

2.16. Humedad 

 

El hongo debe de estar expuesto a una humedad relativa mínima de 85% durante 

alrededor de 10 a 12 horas por día, esto se debe a que los hongos necesitan producir grandes 

cantidades de esporas y de no haber humedad (Subramaniam et al, 2021), las esporas 
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permanecerán inactivas hasta que se presenten las condiciones favorables para su desarrollo 

(Cariajano & Ibelia, 2018). Cuando se emplea arroz como sustrato debe contar con una humedad 

entre 60-70% en el grano y 80-90% en el interior de la bolsa (Romero, 2020). 

 

2.17. pH 

 

Un pH adecuado para el desarrollo adecuado del hongo se encuentra entre 5 y 7 en donde 

el rango de pH puede potenciar una mayor o menor producción de biomasa, ya que, este 

determina la solubilidad de los nutrientes y, por ende, su capacidad de absorción (Pereira et al., 

2007). 

 

 

2.18. Germinación 

 

La germinación sucede después de 0 y 10 horas de su inoculación y es sumamente 

susceptible a condiciones adversas, por lo que la calibración de cada proceso previo y las 

condiciones de ambiente (temperatura, humedad relativa y luminosidad) de los cuartos (salas) de 

almacenaje, es sumamente importante (Sucaticona, 2018). La colonización total del sustrato se 

da entre el segundo y cuarto día después de la inoculación; en este momento, es importante 

quebrar el bloque formado entre el micelio del hongo con el objeto de oxigenar a las capas más 

internas, pero, además, con el objetivo de seccionar en ciertos porcentajes a las hifas y lograr 

estresar al hongo, de tal forma que esto induzca a la producción de más conidios (Gonzalez et al., 

2021). 

 

2.19. Secado 

 

La práctica de secado es un proceso que busca dos objetivos: incrementar la 

concentración de conidios por peso de producto final y, detener el metabolismo del hongo para 

que pueda ser almacenado por espacios de tiempo más prolongados (Alvarez et al., 2018). 
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2.20. Tipos de cultivo sólidos, líquidos y bifásicos 

 

Cuando se realiza la producción masiva de hongos entomopatógenos para el control 

biológico de diferentes plagas en los cultivos, es importante considerar cuales son las 

condiciones físicas óptimas para generar un crecimiento micelial efectivo siendo esto los 

requerimientos nutricionales adecuados, condiciones necesarias de humedad y aireación, además 

del método de reproducción para producirse en cantidades masivas, el cual puede ser líquido, 

sólido o bifásico (Villalba et al., 2010). 

 

Con base en lo anterior, en la mayoría de las especies se emplean medios sólidos como 

método de reproducción que permitan el crecimiento superficial del micelio y conidios en hifas 

aéreas (Ramírez et al., 2014). Sin embargo, se debe de considerar que, al momento de producir 

hongos entomopatógenos en medios sólidos, se pierde eficiencia en cuanto a la producción de 

conidios, lo que dificulta su automatización a una escala que satisfaga las necesidades del 

mercado (Monzón, 2000). 

 

También se puede llevar a cabo mediante una producción en medio líquido y se debe de 

considerar que la composición de dicho medio, así como también el estrés hídrico y osmótico 

pueden conllevar a reducir su crecimiento, su capacidad de virulencia y germinación que son 

características fundamentales para que el hongo entomopatógeno pueda cumplir su función en el 

campo una vez que este sea liberado (Barajas et al., 2010). 

 

Por estas razones, el empleo de medios bifásicos (producción en dos fases: líquido y 

sólido) es una de las técnicas que se ha empleado para la producción eficiente de estos 

microorganismos, en donde la ventaja de esta técnica se basa en combinar tanto medio sólido 

como líquido (Chong, 2003). Por esta razón, es necesario llevar a cabo la etapa de matriz líquida 

para que este crezca con una máxima producción de blastosporas y seguidamente, se dispensa a 

diferentes sustratos como avena, sorgo, trigo, arroz, lenteja y otros para la obtención de conidios 

aéreos (Sepulveda et al., 2019). 
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2.21. Sustratos para la producción de hongos entomopatógenos 

 

Como se mencionó anteriormente, se emplean diferentes sustratos para la producción de 

conidios aéreos del hongo, tales como maíz, arroz, sorgo, salvado de avena y harina de trigo 

(Ocampos et al., 2013), siendo el arroz el que más se emplea para la producción masiva de los 

hongos entomopatógenos, sin embargo, también depende de los costos para su obtención, la zona 

y de la cepa que se desea utilizar para llevar a cabo su producción masiva (Laura & Blanco, 

2017). 

 

2.22. Control de calidad y aplicación en el campo 

 

Una vez que se logra optimizar el proceso de obtención del hongo entomopatógeno, es 

necesario realizar pruebas de control de calidad para determinar si la viabilidad, concentración de 

conidios y pureza se encuentran en el rango óptimo para su empleo y eficacia en el campo para el 

control de plagas (Velez et al., 1997). 

 

En cuanto a la viabilidad es un parámetro que se realiza mediante el conteo de esporas 

germinadas y no germinadas con respecto al total que se desea contar, en donde según CATIE 

(Centro Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza) (Monzón, 2002), un porcentaje 

menor al 95%, no se considera viable y es necesario repetir de nuevo su producción y cambiar 

las variables que pueden estar afectando el resultado (Ames de Icochea, 2004). El conteo de 

conidios se realiza con ayuda de la cámara de Neubauer determinando la concentración de 

conidios por gramo del hongo, además, su pureza también es fundamental para comprobar la 

presencia o ausencia de contaminación por agentes externos que pueden afectar la producción 

del hongo (Ames de Icochea, 2004). 

 

Ya que se tienen todas estas variables en el rango de aceptación, se procede con su 

liberación al campo. (Urtubia & France, 2007). Las aplicaciones se pueden realizar por medio de 

bomba manual, bomba automática o por aspersión con ayuda de un helicóptero, sin embargo, 

esta última no es la adecuada porque la distribución no es uniforme y las esporas del hongo 

quedan suspendidas solamente en la parte superior de las plantaciones (Dembilio et al., 2019). 
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Además, se aconseja aplicar L. lecanii a una dosis recomendada de 1 kg a 1.5 kg por hectárea 

con una concentración de 1 x 109 esporas viables por gramo y realizar las liberaciones durante la 

mañana o en la tarde para que la radiación solar no cause daño a las esporas y puedan llevar a 

cabo su función (Casarrubias et al., 2017). 

 

3. Marco Metodológico 

 

Se estandarizó un protocolo para la producción masiva del hongo entomopatógeno L. 

lecanii para su uso como controlador biológico de plagas de la caña de azúcar. Este protocolo 

consistió en la identificación molecular de la cepa utilizada, su inoculación en el medio nutritivo, 

preparación del inóculo, así como su desarrollo y esporulación en el sustrato correspondiente. 

Además, se realizó un control de calidad para determinar su viabilidad, pureza microbiológica y 

concentración de conidios por gramo. 

 

3.1. Área de estudio: 

 

Las actividades se realizaron en el Laboratorio de Control Biológico, Microbiología 

Agrícola y Biología Molecular del Departamento de Investigación y Extensión de la Caña de 

Azúcar (DIECA, LAICA) ubicado en Santa Gertrudis Sur, Grecia, Provincia de Alajuela. La 

Estación se encuentra a 10°04´10.16´´ N y 84°16´25.30´´ O a una altitud de 1.001 msnm. 

 

Las actividades se realizaron siguiendo la metodología descrita por Gómez et al (2014) en 

el manual de producción y uso de hongos entomopatógenos por el Laboratorio de 

Entomopatógenos SCB, Servicio Nacional de Sanidad Agraria-SENASA en Perú, con algunas 

modificaciones. 

 

3.2. Identificación molecular de L. lecanii 

 

La cepa de Lecanicillium sp. criopreservada en el cepario (MICROBANK®), 

proporcionado por DIECA, la misma fue aislada en la Argentina de Grecia, Alajuela a partir de 
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áfidos parasitados en campo. La cepa fue reactivada transfiriendo asépticamente una de las perlas 

contenidas en los crio-viales a placas de PDAY (Agar Papa Dextrosa 39 g/L y Extracto de 

levadura 5g/L) mediante la técnica de placa llena, se sellaron con Parafilm y se incubaron 

(Incubadora BioBase L400) a 25ºC por un periodo de 8 días. Después se caracterizó 

morfológicamente por observación macroscópica y microscópica realizando tinciones con azul 

de Lactofenol. 

 

Para la extracción de ADN se inoculó asépticamente el hongo Lecanicillium sp. en medio 

líquido Sabouraud Dextrosa con agitación continua (Digisystem DSR-2800D) a 150 rpm durante 

8 días a 25ºC. Después de este tiempo, se tomó una alícuota de 1 mL del medio y se agregó en un 

tubo de microcentrífuga de 1,5 mL estéril, posteriormente, se precipitó el micelio por medio de 

centrifugación (Sorvall™ ST 16R, Thermo scientific) a 5000 rpm (4193 g) y se eliminó el 

sobrenadante. Se realizaron tres lavados con agua ultrapura estéril y se descartó el sobrenadante. 

Al botón de hongo se le adicionó un buffer de extracción CTAB [2% p/v CTAB, 1.4 M NaCl, 20 

mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8,0; y 0,2% v/v b-mercaptoetanol], 2% PVP-40 y Proteinasa 

K (0.2 mg/mL). 

 

Para cada muestra de ADN obtenida se llevó a cabo la medición de la absorbancia a las 

siguientes longitudes de onda: 260, 280 y 230 nm respectivamente, empleando un 

espectrofotómetro UV-visible (Multiscan GO, Thermo Scientific). Para determinar la integridad 

del ADN, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con una solución amortiguadora 

TBE 1X (Tris 10 mM, Borato 20 mM, EDTA 1.0 mM, pH 8,0. El gel fue teñido con GelRed 

(Biotium).  

 

  Para las reacciones de PCR, se siguió la metodología de Ramteke et al., 2022 con 

algunas modificaciones, para lo cual, se utilizó un volumen final de 50 µL, conteniendo 1X de 

Master Mix (ThermoScientific), 0,32 µM de cada cebador y 100-200 ng de ADN. La 

amplificación se llevó a cabo en un termociclador (Arktik, Thermo Scientific), bajo las 

siguientes condiciones: desnaturalización inicial del ADN a 94 °C durante 3 min, 35 ciclos: 94 

°C durante 30 s, temperatura de hibridación de 54°C durante 30 s y 72 °C por 1 min 30 s, con 

una extensión final de 10 min a 72 °C y finalmente almacenado a 4 °C.  
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La identidad de los amplicones (cuadro 2) obtenidos mediante PCR se confirmó mediante 

secuenciación (Macrogen, Korea).  Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa 

Geneious v.R9 (Biomatters), posteriormente se analizaron a través del programa en línea 

BLASTn disponible en el NCBI y fueron comparadas con secuencias almacenadas en la base de 

datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para llevar a cabo la identificación. 

 

Cuadro 2. Cebadores, secuencia y pares de bases de la región que amplifica por PCR para la identificación 

molecular del hongo L. lecanii. 

Primer 

(Cebadores) 

Secuencia Pares de 

bases (pb) 

Región que 

amplifica 

NL1 (5′GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG

-3′) 

600 D1-D2 de la 

subunidad grande 

del ARNr* 

NL4 (5′-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′) 600 D1-D2 de la 

subunidad 

* Ácido ribonucleico ribosómico 

 

3.3. pH y medio nutritivo  

 

Se inoculó una placa de medio PDAY con el hongo L. lecanii e incubó durante 8 días a 

27ºC, cuando tapizó completamente el medio, se llevó a la cámara de flujo laminar y se procedió 

de la siguiente manera: 

1. Se abrió asépticamente la placa Petri y se le agregaron 10 mL de solución del 

surfactante WK® 86% (250 uL/L). 

2. Con el asa de Drigalsky estéril, se raspó toda la superficie de la placa para 

desprender las esporas de la superficie del medio de cultivo. Esto se realizó 

moviendo el asa de Drigalski a la izquierda por 30 segundos y luego a la derecha 

por 30 segundos, seguido de 3 lavados con solución de WK. 

3. Se trasvasó el volumen de la solución de esporas con WK a un Erlenmeyer de 250 

mL. 
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4. Se calculó mediante un recuento microscópico inoculando 10 uL en la cámara de 

Neubauer (Bright-Line ™ Hemacytometer) para obtener la concentración por 

mililitros de esta solución y la dilución que se realizó para alcanzar una 

concentración de inoculación de 1x107 conidios/mL. 

5. A partir de la dilución madre (1x107), se inocularon 100 uL en cada placa con 

cada medio nutritivo (SDAY y PDAY) a los diferentes pH y se esparció de 

manera estéril con el asa de Drigalski por toda la superficie. 

6. Se prepararon 30 placas de medio PDAY a 3 diferentes pH (Medidor 

multiparamétrico de pH HANNA® instruments) y 30 placas de medio SDAY 

(Agar Sabouraod Dextrosa 65 g/L y Extracto de Levadura 5 g/L) a 3 diferentes 

pH, tal como se muestra en el siguiente cuadro: 

 

Cuadro 3. Composición y pH del medio nutritivo empleado para la producción de L. lecanii. 

Medio nutritivo Composición pH Total de placas 

PDAY 
Papa (infusión de sólidos), 

dextrosa y agar -agar. 

6,5 10 

PDAY 5,5 10 

PDAY 4,5 10 

SDAY 
Glucosa, pluripeptona y agar-

agar. 

6,5 10 

SDAY 5,5 10 

SDAY 4,5 10 

 

7. Las placas se sellaron con Parafilm y se incubaron a 27°C por 8 días.  

 

3.4. Producción de biomasa y producción de conidios 

 

3.5. Preparación del sustrato 

 

Se evaluaron cuatro sustratos: harina de trigo, salvado de avena, semolina y arroz (grano 

entero 80/20) para el crecimiento y esporulación de L. lecanii, para lo cual, se procedió de la 

siguiente manera: 
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1. Se midió un peso equivalente a 300 g del sustrato y se depositó el contenido en bolsas 

de polipropileno de 35 micra, de 10 x 12,5 cm.  

2. Se prepararon 270 bolsas que contenían 300 g del sustrato: harina de trigo, salvado de 

avena, semolina y arroz, variando los volúmenes de agua (humedad) solamente para el 

caso de este último (figura 11). Al resto de los sustratos no se les agregó agua para 

evaluar el crecimiento del hongo en ambientes más secos y polvorientos.  

3. Luego, se selló el contenido mediante tres grapas y se autoclavó el material durante un 

periodo de 25 minutos a 121°C (Autoclave Huxley Modelo YTM-CS5B); bajo estas 

condiciones, el material fue esterilizado y se enfrió homogeneizando su contenido para 

posteriormente ser inoculadas con el hongo. 

4. Además, el ensayo se realizó tres veces para validar su repetibilidad y reproducibilidad 

para un total de 810 bolsas con el respectivo sustrato. 

 

      

Figura 11. Bolsas de polipropileno preparadas con 300 g de A) harina de 

trigo y B) arroz para la inoculación de L. lecanii. 

 

3.5. Bolsa, sustrato e inóculo 

 

Una vez que el hongo tapizó completamente la placa de PDAY a un pH de 6,5 se llevó a la 

cámara de flujo laminar y se realizó el siguiente procedimiento: 

 

A) B) 
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1. Se abrió la placa Petri y se dividió en cuatro partes iguales con ayuda de una 

espátula limpia y estéril. Seguidamente, se depositaron los trozos del medio con el 

hongo dentro de un Erlenmeyer estéril de 250 mL. 

2.  Se agregaron 20 mL de agua destilada estéril con surfactante WK y se agitó 

constantemente para trasvasar el volumen de la solución de esporas a tubos Falcon 

de 50 mL estériles.  

3. Se realizaron 3 lavados hasta completar los 50 mL de los tubos Falcon, luego se 

llevaron a centrifugar por 4 min a 5000 rpm. 

4. De manera estéril, se eliminó el sobrenadante, el pellet se resuspendió en agua 

destilada estéril con WK y se realizaron diluciones seriadas hasta 10-3.  

5. Con la cámara de Neubauer se calculó la concentración por mililitros de esta 

solución y la dilución que se necesitó para alcanzar una concentración de 1E+07 

conidios/mL (equivalente calculado para inocular aproximadamente 1,6E+08 

conidios totales en cada bolsa de sustrato). 

6. Posteriormente, se procedió a medir el volumen indicado de inóculo y se aforó 

con SSE (Solución Salina Estéril) hasta tener un volumen de 160 mL para un total 

de 10 bolsas por sustrato. Luego, con una bomba peristáltica (BT-S V2 Basic 

Variable-Speed Peristaltic Pump) y una jeringa estéril, se inyectaron 16 mL de la 

suspensión de esporas para una concentración de 1,6E +08 esporas/mL por bolsa 

de sustrato esterilizadas y a temperatura ambiente. 

7. Seguidamente, las bolsas inoculadas pasaron a la sala de homogenización 

8. Las bolsas se homogeneizaron manualmente y se colocaron 10 bolsas por sala en 

cada una de las temperaturas (Aire acondicionado, York 12.000 BTU/H) a 

analizar, tal como se muestra en el cuadro 4. 
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Cuadro 4. Cantidad de agua (mL), bolsas, tiempo de esporulación (días) y temperaturas (ºC) de exposición del 

arroz como sustrato para el crecimiento y esporulación de L. lecanii. 

Sustrato Cantidad 

(g) 

Agua (mL) Temperatura 

(ºC) 

Tiempo de 

esporulación 

(días) 

Cantidad de 

bolsas 

Arroz 300 90 20 15 10 

Arroz 300 90 25 15 10 

Arroz 300 90 30 15 10 

Arroz 300 100 20 15 10 

Arroz 300 100 25 15 10 

Arroz 300 100 30 15 10 

Arroz 300 110 20 15 10 

Arroz 300 110 25 15 10 

Arroz 300 110 30 15 10 

Arroz 300 120 20 15 10 

Arroz 300 120 25 15 10 

Arroz 300 120 20 15 10 

Arroz 300 130 25 15 10 

Arroz 300 130 30 15 10 

Arroz 300 140 20 15 10 

Arroz 300 140 25 15 10 

Arroz 300 140 30 15 10 

 

 

También se realizó el mismo procedimiento para semolina, harina de trigo y salvado de 

avena como sustratos, tal como se representa en el cuadro 5. 
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Cuadro 5. Cantidad de sustrato (g), bolsas, tiempo de esporulación y temperaturas (ºC) de exposición de la 

semolina, harina de trigo y salvado de avena como sustrato para el crecimiento y esporulación de L. lecanii. 

Sustrato Cantidad (g) Temperatura 

(ºC) 

Tiempo de 

esporulación (días) 

Cantidad de 

bolsas 

Semolina 200 20 15 10 

Semolina 200 25 15 10 

Semolina 200 30 15 10 

Harina de trigo 200 20 15 10 

Harina de trigo 200 25 15 10 

Harina de trigo 200 30 15 10 

Salvado de avena 200 20 15 10 

Salvado de avena 200 25 15 10 

Salvado de avena 200 30 15 10 

 

 

3.6. Homogeneización, esporulación y secado 

 

3.7. Homogenización 

 

Esta actividad consistió en agitar manualmente la bolsa que fue recién inoculada con el 

hongo y de esta manera, separar cualquier agrupamiento del sustrato e incluso, para evidenciar y 

tapar cualquier rotura o daño posible. 

 

El lapso de agitación fue de 30 segundos para todas las bolsas; una sobre manipulación, 

pudo provocar la pérdida de parte del inóculo inicial, esto según el Manual de producción y uso 

de hongos entomopatógenos del Laboratorio de entomopatógenos SCB-SENASA (Ramírez et 

al., 2014). Posteriormente, las bolsas ya homogeneizadas fueron colocadas en los estantes 

limpios, para que iniciara el proceso de germinación, cada estante contaba con una capacidad de 

280 bolsas (40/piso). 
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3.8. Esporulación 

 

Las bolsas inoculadas fueron separadas por sala de acuerdo con la temperatura indicada 

(20, 25 y 30ºC) regulado con aire acondicionado y en oscuridad los primeros 3 días para 

favorecer el desarrollo del micelio. Al finalizar el tercer día se encendió la luz y al cuarto día de 

incubación, las bolsas fueron quebradas manualmente para favorecer la oxigenación de todo el 

sustrato y después de 15 días que completó la esporulación, se llevaron a su etapa de secado.  En 

esta etapa se revisaron las bolsas diariamente, eliminando las que presentaron contaminantes 

(principalmente por Penicillium sp.). 

 

3.9. Secado 

 

Con una tijera desinfectada con alcohol se cortaron las bolsas por debajo de las grapas y 

se pasó el sustrato con el hongo a bandejas que habían sido previamente desinfectadas, para lo 

cual las bandejas se limpiaron y humedecieron con alcohol al 70%. Una vez que se realizó este 

proceso, se extendió en las bandejas (10 bolsas por bandeja), para favorecer la colonización y 

esporulación del hongo y se dejaron en incubación a 20 ºC y 15% HR (Humedad Relativa) por 8 

días. 

 

Cada 2-3 días, se homogeneiza el material para favorecer un secado más eficiente y 

uniforme. Transcurrido este periodo, se tomó la muestra para realizar el control de calidad del 

hongo. 

 

 

3.10. Análisis de control de Calidad 

 

Las muestras fueron tomadas con tubos Falcon estériles y sin tocar la parte interna del 

mismo se recolectó alrededor de 10 g de cada muestra. Se analizaron un total de 405 muestras 

(cinco repeticiones por sustrato), para lo cual, dentro de la cámara de flujo laminar y de manera 

estéril, se pesó (Balanza BOECO BLC 1500) 5 g gramos del producto en 50 mL de agua 

destilada estéril con WK para una proporción de 1:10 m/v.  



 

39 

 

 

En tubos de ensayo con solución salina estéril al 0,85% se realizaron diluciones seriadas 

hasta 10-4, diluyendo 1 mL de la solución más concentrada en 9 mL de Solución Salina Estéril 

(SSE). 

 

3.10.1. Concentración de conidios (conidios/gramos) 

 

Se limpió la cámara de Neubauer o hemocitómetro cuidadosamente con etanol al 70% y 

se dejó secar sin rayar la superficie, luego, a partir de la dilución 10-3 se homogeneizó y se 

agregó una alícuota de 10 µL a la cámara por el borde del cubreobjetos para llenar por 

capilaridad el espacio entre la cámara y el cubreobjetos y se realizó el conteo celular. 

 

Se realizó el recuento conidial contando los cuatro cuadros grandes de las esquinas 

(cuadros marcados el número 1, figura 12 A), tomando en cuenta solamente el interior del cuadro 

y dos lados del mismo cuadro (marcados con la L invertida, color verde (figura 12 B); siempre 

los mismos dos lados para los cuatro cuadros contados). En el caso que, una espora se encontraba 

sobre uno de los otros dos lados no será sumado. Con la cantidad de esporas contadas se calculó 

la concentración de conidios por ml mediante la siguiente fórmula (Gallego & Pérez, 2021): 

 

 

 

Células contadas: Promedio de conidios contados 

Superficie de recuento: 4 mm2 (4 cuadrados de 1mm2 cada uno) 

Profundidad de la cámara: 0,1 mm 

Dilución: Dilución realizada 
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Figura 12. Conteo en cámara de Neubauer. Marcado con el número 1 

donde se deben de contar las esporas y las L invertidas verdes que se 

tomaron en cuenta. Imagen tomada de: 

http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Cell_counts_SPA.pdf. 

 

Para obtener el número de conidios por gramo del producto, se multiplicó el promedio del 

número de conidios por mililitro obtenido en el recuento dividido entre la superficie del conteo 

en mm2 multiplicado por la profundidad en mm y por la dilución realizada (Ramírez Sánchez et 

al., 2019). 

 

3.10.2. Viabilidad 

 

Para determinar la viabilidad de las muestras, se tomó la dilución 10-3 y se inocularon 3 

puntos de una placa con PDA con 5 µL de la solución (Figura 13.A) y se incubó durante 24 

horas a 25 ± 2 °C. 

 

Transcurrido el tiempo, se tomó la placa y se cortó con un sacabocados un círculo del 

medio de cultivo de aproximadamente 2,5 cm de diámetro alrededor de cada punto inoculado 

http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Cell_counts_SPA.pdf
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(Figura 13.B). Luego, se colocaron los círculos de medio cortado en un portaobjetos 

(Fisherbrand™), se agregó dos gotas de azul de lactofenol al 50% y se le colocó un cubreobjetos 

encima a cada uno. 

 

Se observó en el microscopio (OPTIKA) bajo el objetivo de 20X y se contaron al menos 

100 esporas de cada círculo, se apuntaron las esporas totales y las no germinadas. Además, de los 

tres valores obtenidos se sacó un promedio y se tomó como porcentaje de viabilidad 

(Montesinos-Matías, 2014). 

 

 

 

 

a = número de conidios germinadas 

b = número de conidios sin germinar 

Si el resultado es igual o superior al 90% se consideró que la viabilidad del producto era 

aceptable. 

 

 

 

Figura 13. Inoculación de placas para determinación de viabilidad. A. 

Lugar donde se colocaron los puntos con 5µL de muestra. B. Círculos 

que se cortaron. Imagen tomada de: Palmero et al., 2009). 

 

3.10.3. Pureza 
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Para determinar la pureza se tomó la dilución 10-4 y se sembró por difusión en una placa 

Petri con medio PDA, tomando 100 µL de la solución, colocándolos en el centro de la placa, se 

esparció con el asa de Drigalsky por toda la superficie del medio y se incubó a 25 °C durante 7 

días. 

 

Durante el periodo de incubación se monitoreó constantemente el crecimiento en las 

placas para verificar que no hubiera contaminación de ningún tipo y se analizó visualmente el 

porcentaje de contaminación basado en el área de la placa contaminada. 

 

Si la contaminación se observa antes de los 7 días y las UFC son contables, se determina 

el porcentaje de contaminación basado en la cantidad de UFC del contaminante con relación con 

las UFC totales, con la siguiente formula: 

 

 

 

 

En caso contrario, las placas permanecieron en incubación por un máximo de 8 días para 

realizar un adecuado conteo de las UFC, posterior a este tiempo, se consideró con 100% de 

pureza (Calixto, 2019). Y para los datos de los conidios viables puros por gramo (CVP) se 

obtuvieron multiplicando los valores de concentración, viabilidad y pureza. 

 

3.11. Estudio de costos de producción de L. lecanii 

 

3.11.1. Costos variables 

 

Los costos variables varían de acuerdo con la cantidad de hongo que el laboratorio 

produzca, por lo cual, entre mayor volumen de producción, más elevado será el valor de los 

costos variables (Hasbun & Hasbun, 2022), tales como el arroz, medios nutritivos PDA y 

extracto de levadura, placas Petri desechables, tensoactivo (WK), agua destilada, alcohol 96% y 
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70%, cloro al 1%, aluminio, productos de limpieza, grapas, bolsas de empaque, bolsas de 

polipropileno, salario de personal y electricidad. 

 

Se determinó el consumo diario, costo unitario, costo diario y el costo mensual de cada 

consumible, así como también el consumo energético en KW/h de cada equipo. Además, el 

salario de 5 asistentes que llevarán a cabo la producción de 400 bolsas de arroz con 300 g cada 

una, tomando como referencia la producción más baja dentro del Laboratorio de Producción de 

Hongos Entomopatógenos en DIECA-LAICA. 

 

 

3.11.2. Costos fijos 

 

Se analizó los costos fijos considerando todos los gastos que se mantienen constantes 

independientemente de la cantidad de hongo que se produzca (Valenzuela, 2015). Es decir, son 

los costos que se deben de cancelar de forma obligatoria en el laboratorio, como la depreciación 

de los siguientes equipos: cámara de flujo laminar, bomba peristáltica, cámara de Neubauer, 

microscopio, balanza electrónica, autoclaves, aire acondicionado, pHmetro, cajas plásticas 

(secado) y centrífuga; así como el salario de la jefatura a cargo de la producción, por lo cual, son 

gastos que no varían en función del mes porque no dependen de la producción. 

 

En el caso de la depreciación de los equipos, se calculó de la siguiente manera: 

 

 

 

El valor obtenido se divide entre 12 para conocer la depreciación mensual. 

 

Para obtener el costo total por determinada cantidad de conidios, se multiplicó el valor total por 

Kg de producto (₡2.615,20) por los 5 Kg que se aplican en campo en un volumen de 400 L; 

luego se determinó cuál es la concentración y precio de conidios por metro cuadrado (m2), 
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además, el costo por conidia, la cual se obtuvo dividiendo el precio total entre los 300 g por 

bolsa, para finalmente, el valor obtenido, dividirlo por la concentración que se obtiene por bolsa.   

 

3.12. Estadística 

 

Los datos obtenidos de concentración de conidios, viabilidad, pureza y CVP fueron 

analizados por medio de la prueba de Shapiro-Wilks para determinar si existía normalidad. Para 

discernir diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, se llevó a cabo un Análisis 

de Varianza (ANDEVA) con el programa estadístico InfoStat (Mónica et al., 2008) y se aplicó la 

Prueba de Tukey a un nivel de confianza p<0,05 para obtener la separación de medias (Alcantara 

et al., 2020). 
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4. Resultados 
 

En la Figura 14, se observan los productos PCR por duplicado para la muestra de la cepa de 

Lecanicillium sp., las cuales fueron enviadas a secuenciar. Se tomó como referencia el marcador 

de peso molecular, para determinar el tamaño molecular de cada amplicón y que coincidiera con 

el esperado.         

 

Figura 14. Amplificaciones 

de la cepa de Lecanicillium 

sp. de cebadores NL1 / 

NL4, por PCR 

convencional. Visualización 

mediante gel de agarosa al 

1,5%.  Escalera de peso 

molecular GeneRuler 50 bp 

DNA Ladder, ready-to use 

(Thermo Scientific). 

  

El análisis mediante la herramienta BLASTn reveló que todas las secuencias obtenidas de la 

amplificación de la secuencia de la unidad grande ARNr fueron altamente homólogos (cuadro 6) 

a las secuencias accesadas al GenBank de las siguientes especies: Akanthomyces muscarius y 

Lecanicillium lecanii. Cabe destacar que Akanthomyces muscarius se denominó anteriormente 

como Lecanicillium lecanii o Verticillium lecanii. Por lo tanto, se trata de la misma especie. 

 

 MPM         

1           2      
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Las secuencias obtenidas de la dirección forward y reverse fueron de alta calidad (superior al 

98% editadas), por lo tanto, la confiabilidad de los resultados obtenidos fue alta. 

 

En el cuadro 6, se encuentra el código correspondiente a la cepa de Lecanicillium sp. analizada. 

 

Cuadro 6. Identificación de aislados microbiológicos mediante secuenciación de la región NL1/NL4 de la 

subunidad grande ARNr. 

Información 

de la muestra 

Código 

de 

muestra 

Secuencia Resultado BLAST Código de 

accesión 

Porcentaje 

de 

identidad 

Lecanicillium 

sp. 

A2 Consenso Lecanicillium lecanii 

strain ATCC 46578 

large subunit ribosomal 

RNA, partial sequence 

Akanthomyces 

muscarius strain CBS 

203.30 large subunit 

ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

U17421.1 

MH86656

2.1 

100% 

 

4.1. pH y Medio Nutritivo 

 

4.2. Análisis de la varianza 

 

En el cuadro 7 se muestran los resultados estadísticos de los medios nutritivos y pH evaluados 

para el crecimiento óptimo de L.lecanii, en el que se determinó que el medio PDAY a un pH 5,5 

a 6,5 son las condiciones más adecuadas para el crecimiento y germinación de esporas de este 

hongo (p<0,05). Así mismo, cuando el pH del medio es más acidificado (4,5) no permite el 
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crecimiento del hongo en el medio nutritivo, obteniendo una concentración de 0 conidios/mL 

(p<0,05). 

 

Cuadro 7. Diferencias estadísticas de producción de conidios/mL de L. lecanii en 

dependencia del pH en medio nutritivo (SDAY y PADY). Medias con una letra 

común no son significativamente diferentes (p > 0,05). Test: Tukey Alfa=0,05. 

Medio PDAY     

pH Medias        n E.E.  

   4,50         -7,50E-09       3 7,62E+06 A 

5,50    7,55E+07 3 7,62E+06 B 

6,50    1,01E+08 3       7,62E+06 B 

     

Medio SDAY     

pH Medias n E.E.  

   4,50     0 3 2,26E+06 A 

5,50    6,63E+07 3 2,26E+06 B 

6,50    6,67E+07 3 2,26E+06 B 

     

pH 5,5     

Medio 

nutritivo     Medias n E.E.  

SDAY  6,67E+07 3 4,78E+06 A 

PDAY    7,55E+07 3 4,78E+06 A 

     

 pH 6,5     

Medio 

nutritivo     Medias n E.E.  

SDAY   6,63E+07 3 8,48E+06 A 

PDAY   1,01E+08 3 8,48E+06 B 
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Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

4.3. Sustrato, temperatura y Humedad 

 

4.4. Sustrato 

 

En el análisis estadístico (cuadro 8) se determinó diferencias significativas (p<0,05) entre los 

sustratos evaluados para la producción del hongo. El arroz brindó las mejores condiciones para la 

producción conidial de L. lecanii (8,72E+08 conidios/g). Seguido de semolina (5,31E+08 

conidios/g) y por último harina de trigo y salvado de avena, los cuales fueron los sustratos menos 

eficientes en la producción de conidios (7,00E+07 conidios/g y 2,16E+08 conidios/g, 

respectivamente). 

Lo mismo ocurre para los resultados obtenidos en viabilidad (cuadro 8), con significancia de 

p<0,05 cuando se realiza la fermentación sólida utilizando como sustrato de cultivo el arroz. Para 

este último, la viabilidad promedio fue de 85, 11%, seguido del salvado de avena con 24,14%, 

finalmente, harina de trigo con 5,52% y semolina con 2,39%. 

El sustrato mediante el cual el hongo presentó mayor pureza durante su producción, fue en el 

arroz con un porcentaje del 97,87%. El resto de los tratamientos muestran valores de pureza que 

rondan desde 70,92% para el salvado de avena, 23,62% para la harina de trigo y por último la 

semolina con 0%. 

 Los datos de los conidios viables puros por gramo (CVP) demostró como resultado que el arroz 

es el sustrato ideal (p<0,05) para la producción del hongo entomopatógeno L. lecanii con CVP 

de 7,26E+08 (cuadro 8). 
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Cuadro 8. Análisis de varianza para el número de conidios, viabilidad, pureza y conidios viables puros por 

gramo (CVP) del hongo entomopatógeno L. lecanii, según el sustrato usado.  

Sustrato Concentración 

(conidios/g) 

Viabilidad 

(%) 

Pureza (%) CVP 

Harina trigo 7,00E+07 A 5,52 A 23,62 B 9,13E+05 A 

Salvado de avena 2,16E+08 A 24,14 B 70,92 C 3,70E+07 A 

Semolina 5,31E+08 B 2,39 A 0,00 A 0,00E+00 A 

Arroz 8,72E+08 C 85,11 C 97,87 D 7,26E+08 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

Este resultado también se representa en la figura 15 con el promedio conidios viables por gramo 

(CVP), donde se demuestra que el arroz es el mejor sustrato para la producción y germinación 

del hongo entomopatógeno con respecto los demás sustratos, los cuales no alcanzan los valores 

óptimos de los estándares de calidad.  
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Figura 15. Promedio de Conidios Viables Puros por gramos (CVP) de arroz, 

semolina, salvado de avena y harina de trigo como sustratos para la producción de 

L.lecanii. 

 

4.5. Temperatura-Arroz 

 

El análisis estadístico realizado para cada una de las temperaturas en arroz registra diferencias 

significativas (p<0,05) a 20°C, alcanzando la mayor concentración de esporas con un promedio 

de 9,88E+08 conidios/g, con respecto a 25ºC con un promedio de 7,39E+08 conidios/g. No 

obstante, a 30°C no mostró ser significativamente diferente con una concentración de 8,60E+08 

conidios/g (p>0,05) (cuadro 9). 

 

Se obtuvo para todos los casos una viabilidad por encima del 80%. A 30ºC se mostraron los 

valores más bajos con diferencias significativas (p<0,05), con un valor promedio de 81,84% y el 

mayor porcentaje de germinación se obtuvo cuando el hongo se encontraba creciendo a 20ºC con 
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una viabilidad del 88,82% (p<0,05). Por último, no se determinaron diferencias (p>0,05) en la 

viabilidad a 25ºC con un 85,20% (cuadro 9). 

 

La pureza se mantuvo en porcentajes mayores al 95%. Los datos más altos de pureza se obtienen 

cuando el proceso de producción masiva se lleva a cabo con temperaturas de 20ºC y 30ºC, sin 

diferencias significativas entre ambas (p>0,05) con 98,88% y 98,85%, respectivamente. El 

porcentaje significativamente más bajo de pureza (p<0,05) se observa a 25º con 95,87% (cuadro 

9). 

 

Cuadro 9. Análisis de varianza para el número de conidios, viabilidad, pureza y CVP del hongo 

entomopatógeno L. lecanii sometido a diferentes temperaturas en arroz. 

Sustrato Temperatura 

(ºC) 

Concentración 

(conidios/g) 

Viabilidad 

(%) 

Pureza (%) CVP 

Arroz 20 9,88E+08 B 88,82 B 98,88 B 8,68E+08 A 

Arroz 25 7,39E+08 A 85,20 A B 95,87 A 5,98E+08 B 

Arroz 30 8,60E+08 A B 81,84 A 98,95 B 7,19E+08 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05).  

 

Finalmente, al calcular los conidios viables puros de cada uno de los tratamientos en arroz, se 

obtuvo el dato más alto con 8,68E+08 CVP a 20ºC, seguido de 7,19E+08 CVP a 30ºC, y 

5,98E+08 a 25ºC (figura 16). 
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Figura 16. Promedio de Conidios Viables Puros por gramos (CVP) de arroz como 

sustrato a diferentes temperaturas (20, 25 y 30ºC) para la producción de L. lecanii. 

 

4.6. Temperatura-Harina de trigo 

 

En el caso del uso de la harina de trigo como sustrato para el crecimiento de L. lecanii, también 

se generó significativamente mayor concentración de esporas (1,48E+08 conidios/g) cuando el 

proceso de fermentación sólida se realizó a 20ºC (p<0,05). Así mismo, no hubo diferencia 

estadística con 25ºC y 30ºC (2,00E+07 conidios/g y 4,17E+07 conidios/g, respectivamente), tal 

como se muestra en el cuadro 10. 

 

 

La viabilidad en todos los tratamientos se encontró con valores del 0% tanto a 25ºC como a 

30ºC. La temperatura donde se generó mayor germinación de conidios fue a 20ºC (16,55%), no 

obstante, no fue óptima para la producción de L. lecanii (cuadro 10). 

 

Lo mismo se visualiza para el parámetro de pureza, en donde a 25ºC y 30ºC se obtuvo 0%, pero 

a una temperatura de 20ºC, el hongo se logra desarrollar con un promedio de 70,85% de pureza 

(cuadro 10). 
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Cuadro 10. Análisis de varianza para el número de conidios, viabilidad, pureza y CVP del hongo entomopatógeno 

L. lecanii sometido a diferentes temperaturas en harina de trigo. 

Sustrato Temperatura 

(ºC) 

Concentración 

(conidios/g) 

Viabilidad 

(%) 

Pureza (%) CVP 

Harina 

de Trigo 

20 1,48E+08 B 16,55 B 70,85 B 1,74E+07 B 

Harina 

de Trigo 

25 2,00E+07 A 0,00 A 0,00 A 0,00E+00 A 

Harina 

de Trigo 

30 4,17E+07 A 0,00 A 0,00 A 0,00E+00 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

El valor final de CVP para las temperaturas de 25ºC y 30ºC fue de 0 conidios viables puros, pero 

a 20ºC dio como resultado 1,74E+07 de conidios viables puros, como se detalla en la figura 17. 

 

 

Figura 17. Promedio de Conidios Viables Puros por gramos (CVP) de harina de trigo 

como sustrato a diferentes temperaturas (20,25 y 30ºC) para la producción de L.lecanii. 
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4.7. Temperatura-Salvado de avena 

 

La evaluación de la concentración de los conidios de L. lecanii sobre salvado de avena como 

sustrato, mostró diferencias significativas (p< 0,05) entre los tratamientos, donde la mayor 

cantidad de conidios fueron producidos a 30ºC (2,38E+08 conidios/g), seguido de 25ºC 

(2,15E+08 conidios/g) y la temperatura menos eficaz fue a 20ºC (1,95E+08 conidios/g) (Cuadro 

11). 

 

Los resultados estadísticos visualizados en la viabilidad de los conidios, refleja que no son 

significativamente diferentes entre las temperaturas (p>0,05) y con datos totalmente fuera de una 

viabilidad óptima para la producción del hongo, con porcentajes que rondan el 20% tanto como a 

20ºC, 25ºC y 30ºC (cuadro 11). 

 

Los productos con menor grado de pureza fueron en todas las temperaturas sin diferencias 

significativas (p>0,05), dando como resultado purezas con un promedio alrededor del 70% en 

todos los tratamientos (cuadro 11). 

 

 

Cuadro 11. Análisis de varianza para el número de conidios, viabilidad, pureza y CVP del hongo entomopatógeno 

L. lecanii sometido a diferentes temperaturas en salvado de avena. 

Sustrato Temperatura 

(ºC) 

Concentración 

(conidios/g) 

Viabilidad 

(%) 

Pureza (%) CVP 

Salvado 

de avena 

20 1,95E+08 A 25,1 A 70,12 A 3,43E+07 A 

Salvado 

de avena 

25 2,15E+08 B 23,43 A 70,75 A 3,56E+07 A 

Salvado 

de avena 

30 2,38E+08 C 23,9 A 71,89 A 4,09E+07 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05).  
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Dado lo anterior, a una temperatura de 30ºC se obtiene el valor más alto con un total de 

4,09E+07 conidios viables puros, seguido de 25ºC con 3,56E+07 CVP y, por último, a 20ºC un 

total de 3,43E+07 CVP (figura 18). 

 

 

Figura 18. Promedio de Conidios Viables Puros por gramos (CVP) de salvado de avena 

como sustrato a diferentes temperaturas (20,25 y 30ºC) para la producción de L.lecanii. 

 

4.7. Temperatura-Semolina 

 

Los resultados obtenidos demostraron que L. lecanii produce más concentración de esporas 

(6,25E+08 esporas/g) cuando la temperatura es de 30ºC y es significativamente mayor (p<0,05) 

con respecto a 20ºC, con una concentración 4,40E+08 conidios/g. En el caso de 25ºC no presentó 

diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos con un promedio de 5,28E+08 

conidios/g (cuadro 12). 

 

En todos los casos la viabilidad muestra un promedio del 5,78% cuando la temperatura es de 

25ºC, seguido de 1,38% cuando se expone a 30ºC y finalmente, a 20ºC se obtiene 0% de 

viabilidad (cuadro 12). 
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La pureza fue del 0% para las tres temperaturas analizadas en semolina como sustrato para el 

crecimiento y desarrollo de L. lecanii, dando como resultado final 0,00E+00 conidios viables 

puros para estos tratamientos (cuadro 12). 

 

Cuadro 12. Análisis de varianza para el número de conidios, viabilidad, pureza y CVP del hongo 

entomopatógeno L. lecanii sometido a diferentes temperaturas en semolina. 

Sustrato Temperatura 

(°C) 

Concentración 

(conidios/g) 

Viabilidad 

(%) 

Pureza 

(%) 

CVP 

Semolina 20 4,40E+08 A 0,00 A 0,00 A 0,00E+00 A 

Semolina 25 5,28E+08 A B 5,78 B 0,00 A 0,00E+00 A 

Semolina 30 6,25E+08 B 1,38 AB 0,00 A 0,00E+00 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

En la figura 19 se resumen los datos obtenidos para cada uno de los sustratos empleados, arroz, 

harina de trigo, salvado de avena y semolina, variando la temperatura de crecimiento del hongo, 

demostrando que el arroz a 20ºC produce las condiciones ideales para la obtención de una 

elevada producción de conidios viables puros. 
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Figura 19. Promedio de Conidios Viables Puros por gramos (CVP) de arroz, semolina, 

salvado de avena y harina de trigo como sustratos para la producción de L. lecanii. 

 

4.8. Humedad en arroz 

 

El análisis estadístico de la esporulación del hongo entomopatógeno expuesto a distintas 

humedades en arroz, evidencia diferencias estadísticas a 120, 130 y 140 mL (p<0,05). Este 

último generó elevada producción de conidios con 1,65E+09 conidios/g, seguido de 130 mL con 

9,20E+08 conidios/g y luego 120 mL con 5,28E+08 conidios/g. En 90, 100 y 110 mL no se 

mostraron diferencias significativas, además, la concentración fue menor en comparación con los 

datos anteriores de mayor humedad (cuadro 13). 

 

La germinación de conidios se encontró en un rango entre 83,9% y 89,54%, sin diferencias 

significativas (p>0,05), a excepción de 100 mL con el valor más bajo de 74,93% de viabilidad. 

Además, en el caso de la pureza del hongo, se mostró con resultados mayores al 96% en todos 

los casos sin diferencias estadísticas (p>0,05) (cuadro 13). 
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Con base en lo anterior, el valor de CVP óptimo para la producción masiva del hongo L. lecanii 

con 1,42E+09 conidios viables puros, se obtiene cuando el arroz es preparado con 140 mL de 

agua y el dato más bajo se observa en 100 y 120 mL con 4,42E+08 y 4,35E+08, respectivamente 

(cuadro 13.) 

 

Cuadro 13. Análisis de varianza para el número de conidios, viabilidad, pureza y CVP del hongo 

entomopatógeno L. lecanii sometido a diferente humedad en arroz. 

Sustrato Humedad 

(mL) 

Concentración 

(conidios/g) 

Viabilidad 

(%) 

Pureza (%) CVP 

Arroz 90 8,24E+08 B C 87,57 B 99,41 A 7,17E+08 BC 

Arroz 100 6,14E+08 A B 74,93 A 96,03 A 4,42E+08 A 

Arroz 110 6,09E+08 A B 86,37 B 98,80 A 5,20E+08 AB 

Arroz 120 5,28E+08 A 83,90 B 98,13 A 4,35E+08 A 

Arroz 130 9,20E+08 C 87,91 B 98,65 A 7,98E+08 C 

Arroz 140 1,65E+09 D 89,54 B 96,14 A 1,42E+09  D 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

De acuerdo con lo anterior, en la figura 20 detalla que conforme se aumenta la cantidad de agua 

inoculada en el sustrato, genera mayor producción de conidios viables puros para la cepa de L. 

lecanii evaluada, con respecto a las humedades más bajas, siendo 140 mL el volumen ideal para 

el desarrollo y esporulación del hongo. 
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Figura 20. Promedio de Conidios Viables Puros por gramo (CVP) de arroz a 

diferentes humedades de 90,100,110,120,130 y 140 mL para la producción de 

L. lecanii. 

 

En la figura 21 ya el hongo tapizó completamente el sustrato con 14 días de crecimiento a 22ºC y 

una humedad de 140 mL con 300 g de arroz, además, de un proceso de “quiebre” del sustrato 

para permitir la oxigenación del hongo en la parte interior, optimizando su crecimiento y 

esporulación por toda la bolsa durante su fermentación sólida. 
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Figura 21. Crecimiento y esporulación de L. lecanii en arroz a 20ºC 

durante 15 días empleando 140 mL en 300 g de sustrato. 

 

En el cuadro 14 también se detalla los costos variables de cada uno de los insumos empleados en 

la producción masiva del hongo entomopatógeno, así como su consumo diario, costo unitario, 

costo diario y costo mensual para un total de 400 bolsas diarias. También se incluyen los costos 

de personal (5 asistentes) y de electricidad, obteniendo la suma total de los costos variables con 

un total de ₡6.276.714,90. 
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Cuadro 14. Costos variables de materiales, electricidad y salario de personal para la producción de L. lecanii en 

producción de 400 bolsas diarias con 300 g de sustrato. 

Cantidad de Kg 

mensual por 400 

bolsas con 300 g 

        2400 

Producto Unidad Consumo 

diario 

Costo 

unitario 

Costo 

diario 

Costo mensual 

Arroz Gramos 120000,00 ₡0,41 ₡49.200,00 ₡984.000,00 

PDA (Potato 

Dextrose Agar) 

Gramos 11,00 ₡113,18 ₡1.244,98 ₡24.899,60 

Extracto de 

Levadura 

Gramos 1,40 ₡115,07 ₡161,09 ₡3.221,90 

Placas Petri 

desechables 

Unidad 14,00 ₡100,00 ₡1.400,00 ₡28.000,00 

Tensoactivo 

(WK) 

mL 0,07 ₡4,90 ₡0,34 ₡6,86 

Agua Destilada mL 56000,00 ₡0,60 ₡33.600,00 ₡672.000,00 

Otros 

consumibles 

     ₡0,00 

Alcohol 96% y 

70% 

mL 500,00 ₡1,18 ₡590,00 ₡11.800,00 

Cloro al 1% mL 500,00 ₡4,39 ₡2.195,00 ₡43.900,00 

Aluminio cm 280,00 ₡1,68 ₡470,40 ₡9.408,00 

Producto de 

limpieza 

mL 500,00 ₡2,64 ₡1.320,00 ₡26.400,00 

Grapas Unidad 1200,00 ₡0,18 ₡216,00 ₡4.320,00 

Bolsas de 

empaque 

Unidad 17,00 ₡622,00 ₡10.574,00 ₡211.480,00 

Bolsas de 

polipropileno 

Unidad 400,00 ₡36,00 ₡14.400,00 ₡288.000,00 

Costo total de 

materiales 

     ₡2.307.436,36 

Precio total/Kg      ₡2.615,30 

 

Costos mensuales 

 

Valor 

  

Costo personal ₡1.617.838,54  

Costos materiales ₡2.307.436,36  

Electricidad ₡2.351.440,00  

Total ₡6.276.714,90  

 

 

También se muestran los gastos fijos en la producción de hongos entomopatógenos, en donde se 

incluye la depreciación de los equipos y el salario fijo de jefatura a cargo del laboratorio (se 
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dividió en tres porque también tiene a cargo otros dos programas), tomando como referencia el 

proceso realizado en DIECA-LAICA, tal como se detalla en el cuadro 15.  

 

Cuadro 15. Costos fijos de depreciación de equipos para la producción de L. lecanii en producción de 400 bolsas 

diarias con 300 g de sustrato. 

Equipo Valor real Depreciación mensual 

Cámara de flujo laminar ₡2.512.582,00 ₡20.938,18 

Bomba Peristáltica ₡3.028.499,00 ₡25.237,49 

Cámara de Neubauer ₡65.800,00 ₡1.096,67 

Microscopio ₡2.280.866,00 ₡63.357,39 

Balanza electrónica ₡182.200,00 ₡15.183,33 

Autoclave ₡13.407.880,80 ₡74.488,23 

Aire acondicionado ₡360.000,00 ₡3.000,00 

pH metro ₡441.378,00 ₡36.781,50 

Cajas plásticas (secado) ₡8.100,00 ₡675,00 

Centrífuga ₡2.652.164,00 ₡22.101,37 

Total ₡24.939.469,80 ₡262.859,16 

   

COSTOS MENSUALES Valor  

Salario Jefatura ₡585.000,00  

Depreciación ₡262.859,16  

TOTAL ₡847.859,16  

 

Los datos de costos fijos y variables mensuales se resumen en el cuadro 16, en donde se observa 

que las diferencias en el costo total/Kg de arroz con hongo de cada sustrato no son considerables 

económicamente, pero se mantiene un costo más alto cuando se emplea harina de trigo y arroz 

durante la producción con un total de ₡3.138,57/Kg y ₡2.968,57/Kg respectivamente, 

destacando que el arroz le proporciona las mejores condiciones de concentración de conidios, 

viabilidad y pureza para el desarrollo de L. lecanii. 
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Cuadro 16. Costos fijos, variables, totales y costo variable por kilogramos de hongo con arroz para la producción 

de L. lecanii en producción de 400 bolsas diarias con 300 g de sustrato. 

Sustrato Costos fijos Costos 

variables 

Costos totales Costo variable por Kg 

Arroz ₡847.859,16 ₡6.276.714,90 ₡7.124.574,06 ₡2.968,57 

Salvado de 

avena 

₡847.859,16 ₡5.748.714,90 ₡6.596.574,06 ₡2.748,57 

Semolina ₡847.859,16 ₡5.868.714,90 ₡6.716.574,06 ₡2.798,57 

Harina de trigo ₡847.859,16 ₡6.684.714,90 ₡7.532.574,06 ₡3.138,57 

 

Según menciona Lecuona (1996), en campo se debe aplicar una concentración cercana a 2, 

00E+12 conidios/Ha, dando como resultado 2,00E+08 esporas/m2 con un costo total de 

₡1.307,65. También se obtuvo un costo total de ₡0,0000000015838 por conidia. No obstante, 

este valor puede diferir porque la concentración del producto puede variar por lote o por bolsa 

producida. También se indagó más acerca del resultado para saber si el producto es viable y 

rentable para producirlo masivamente, mostrando que sí es rentable, ya que, en el mercado los 

productos se venden con un precio cercano a los ₡5000-₡8000 por presentación a granel de 1 

Kg. 

 

 

5. Discusión 

Los resultados obtenidos en esta investigación concuerdan con los datos obtenidos por 

Subramaniam et al., 2021, en el cual, se concluyó que, entre los diversos medios nutritivos 

evaluados, PDAY (Potato Dextrose Agar + 1% Yeast powder) a un pH entre 6 y 7 es el óptimo 

para el crecimiento y germinación de las esporas de L. lecanii. Cuando el potencial de hidrógeno 

en el medio nutritivo de crecimiento es < 3,5 o > 11,5, no es adecuado para su crecimiento 

porque estos iones pueden influir en procesos metabólicos de germinación y esporulación 

(Xianglin et al., 2004), siendo su pH óptimo de 6,5. 

De la misma manera, en el estudio de Li et al., 2021 también se determinó que cepas de 

Lecanicillium sp. puede crecer en rangos de pH de 5,0 a 11,0, y el pH ácido/base óptimo fue de 

8,0 para el crecimiento de las hifas, de esta manera, se indica que tanto en los extremos de 
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condiciones alcalinas como ácidas generan un efecto negativo sobre el crecimiento y 

esporulación en Lecanicillium sp.  

La composición del medio también genera efectos sobre el crecimiento y esporulación en los 

hongos, ya que, necesitan proveerse de fuentes de nitrógeno, potasio, sodio, hierro, carbono, 

siendo esta última la principal fuente de materia prima para su metabolismo, así como la forma 

de asimilación de los nutrientes por parte de los mismo, variante que responden de forma 

singular los microorganismos (Mansilla & Álvarez, 2005). 

El arroz es el sustrato más idóneo para una mayor concentración de conidios en la producción 

masiva de hongos entomopatógenos, ya que, este sustrato permite mantener las condiciones 

físicas adecuadas, además de una óptima superficie efectiva para el crecimiento micelial, 

humedad, aireación (Méndez, et al., 2010) y un balance nutricional de proteínas, grasas, 

carbohidratos, fibra, calcio, fósforo, hierro, sodio, calorías y vitaminas (Pinciroli, 2011).  

El salvado de avena se encuentra compuesto por hidratos de carbono, proteína vegetal, potasio, 

magnesio, calcio, fósforo y vitaminas del grupo B (Jing et al., 2016). En el caso de la semolina, 

contiene carbohidratos, fibra, proteína, vitaminas y sodio; la harina de trigo contiene proteínas, 

carbohidratos, grasa, no contienen azúcar y aporta vitaminas K, B3, B9 y B7 (Samaan et al., 

2006). 

El arroz aporta mayores nutrientes al hongo y con alrededor de 80,0 g carbohidratos y 11,6 g 

agua por cada 100 g de sustrato, el resto de los sustratos, aportan entre 60,0 g y 70,0 g de 

carbohidratos y entre 6,0 a 12,0 g de agua (Cagampang et al., 1966). Por lo cual, empleando el 

arroz como sustrato de fermentación se cumplen los valores óptimos de control de calidad de 

producción de hongos entomopatógenos (Abdul-Hamid et al., 2007).  

Con base en lo anterior, en el estudio realizado por Cortez-Madrigal et al (2003), también 

muestra que cuando el sustrato presenta mayor compactación, se reduce la concentración en la 

producción de conidios del hongo L. lecanii porque este microorganismo requiere de aireación 

interna, pero, cuando el sustrato permite mayor volumen, área de crecimiento y aireación, brinda 

las condiciones ideales para generar mayor producción conidial por gramo de sustrato, como 

sucedió con el caso del arroz (Ocampos, 2013). 
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Cuando L. lecanii se encuentra expuesto a temperaturas mayores de 22ºC reduce su crecimiento 

y germinación, incluso estudios demostrados por Elosegui en 2006, muestran que si se 

incrementa la temperatura a valores de hasta 28ºC se puede perder el desarrollo del hongo de 

hasta un 80% porque L. lecanii es sensible a cambios de temperatura y pierde viabilidad cuando 

sobrepasa el límite de 22ºC (Barbara y Clewes, 2003). 

 

Con base en lo anterior, la temperatura es una variable crítica en los procesos de fermentación 

sólida para la producción de hongos entomopatógenos, ya que, es un factor sumamente difícil de 

controlar por la alta concentración de sustrato por unidad de volumen y a la baja conductividad 

térmica del sistema heterogéneo; por esta razón, el calor metabólico se ve favorecido por la 

acumulación de este y se incrementa la temperatura en el cultivo y genera un efecto negativo 

sobre la producción y germinación de conidios, siendo L. lecanii un hongo que necesita 

temperaturas óptimas de 20 a 22°C, como se mencionó anteriormente (Monzón-Ruiz, 2016). 

 

También es importante destacar que el contenido de humedad del sustrato sólido es un factor 

importante en la producción masiva de hongos, ya que, el rango ideal debe estar entre un 35% y 

60% de humedad por su relación con la disponibilidad de oxígeno, la cual influye en la 

esporulación del hongo (Méndez, 2010). 

 

En el estudio de Rivas et al (2014), demuestra que la temperatura y la actividad del agua afecta la 

producción de conidios, la germinación conidial y al crecimiento del micelio de L. lecanii. En 

este caso, se detectó una viabilidad superior al 80 % cuando el hongo se encontraba expuesto a 

una temperatura de 28º C, sin embargo, a 32º C la viabilidad los conidios bajó hasta un 10%. 

Además, la germinación de conidios también se vio influenciada por la disponibilidad de agua 

con un 90 % de viabilidad cuando la actividad del agua (aw) = 1,00 o aw = 0,98, que, a su vez, 

también influye en su virulencia sobre áfidos. Kope et al (2008), detalla efectos negativos en el 

crecimiento del hongo cuando los niveles agua son de 0.88 a 0.85 aw, ya que, cuando la 

humedad es baja, no favorece una adecuada germinación de los conidios en las cepas de 

Lecanicillium sp. aisladas para este estudio. 
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El tratamiento térmico sobre el arroz permite que se absorba el líquido hasta la parte central del 

grano de arroz al formarse una capa superficial gelatinizada y se presenta un estado poroso en la 

parte central del grano; por lo cual, aumenta la cantidad y la velocidad de absorción de humedad 

(Córdova, 2011), para proveerle de mayor nivel de agua al hongo.  

 

Al realizar tratamientos térmicos en el salvado de avena mantiene significativamente su 

estabilidad térmica (Rico et al., 2020); y en semolina también se reporta que mejora algunas 

propiedades funcionales de las proteínas (Shi-Wen et al., 2018), pero en el caso de la harina de 

trigo posee baja estabilidad térmica porque se genera pérdida de masa cuando el sustrato alcanza 

una temperatura de 70º C y se exhibe pérdida de masa del hasta 11% p/p cuando las temperaturas 

van de 50ºC a 200ºC, esto según estudios realizados por Leblanc et al (2008). 

 

Además, de la variable física descrita anteriormente, existe una serie de genes que están co-

regulados transcripcionalmente por diferentes cascadas de mecanismos genéticos que abarcan 

desde los factores de transcripción capaces de unirse específicamente a secuencias de ADN hasta 

regulaciones que involucran cambios en la estructura de la cromatina (Barranco-Florido et al., 

2013). Por lo tanto, se ha demostrado que existen complejos proteicos que regulan los procesos 

de diferenciación fúngica en dependencia de las señales que reciben, ya sean de luz, oxígeno, 

dióxido de carbono, nutrientes, pH u otras señales ambientales que van a influir en el desarrollo 

de los hongos entomopatógenos (Sarikaya-Bayram et al., 2015). 

 

Entre los reguladores globales conservados en hongos se encuentra la metiltransferasa LaeA, la 

cual, es capaz de controlar genes en la producción de metabolitos secundarios y en el desarrollo 

fúngico mediante un complejo proteico entre la metiltransferasa LaeA, dos factores de 

transcripción del dominio VelA y una proteína B similar a VelB (Sarikaya-Bayram et al., 2015). 

Cuando la membrana plasmática del hongo recibe la señal externa y el dímero VelB-VeA ingresa 

al núcleo, desencadena la activación de genes involucrados en el desarrollo sexual y en la 

producción de metabolitos secundarios. Pero, cuando se forma el heterodímero VosA-VelC, 

podría activar genes que están involucrados en el desarrollo sexual, y, aún más importante para 

producción de hongos entomopatógenos, en la viabilidad de las esporas (Calvo et al., 2016). 
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Cabe destacar que factores como la presencia de la luz inhibe la expresión de VeA, así como su 

importación al núcleo, pero, cuando ingresa forma el complejo VeA-VelB que está a cargo de 

funciones como la viabilidad de las esporas (Calvo et al., 2016). De esta manera, se comprende 

que el complejo heterotrimérico VelB-VeA-LaeA lleva a cabo funciones de suma importancia en 

la cascada de reacciones para el desarrollo del hongo, así como en la producción de esporas, de 

metabolitos secundarios y la patogenicidad (Sarikaya-Bayram et al., 2015), además de conocer 

las condiciones físicas que van a influir directamente en la esporulación, viabilidad y desarrollo 

del hongo (Aiuchi et al., 2008). 

 

En cuanto a los parámetros establecidos para el control de calidad, esto se lleva a cabo con el fin 

de realizar más viable la comercialización del hongo y así mismo, reducir costos de aplicación en 

el campo al agregar menor cantidad del producto por hectárea de cultivo; también, una mayor 

esporulación sobre la plaga influye en una mejor diseminación del hongo y, por ende, mayor 

facilidad de propagación entre los insectos (García et al., 2012). De acuerdo con Gómez et al. 

(2011), menciona que el control de calidad de los hongos entomopatógenos, deben de contar con 

una concentración de conidios mayor o igual a 1 x 109 conidios/g de sustrato, resultados 

obtenidos cuando se utilizó arroz con 140 mL de agua, siendo apto para ser utilizado en campo. 

 

Otro parámetro deseado en el control de calidad para la producción masiva de hongos 

entomopatógenos es un porcentaje alto de germinación de conidios fúngicos, ya que, es la 

manera que el hongo puede dar inicio al proceso de infección de su huésped, tomando en cuenta 

las condiciones ambientales desfavorables que se pueden presentar para su reproducción. 

(Drummond et al. 1987). Esto concuerda con Sandoval-Coronado et al., 2011 quienes mencionan 

que los porcentajes de germinación por lo general se presentan con una viabilidad por arriba del 

90% y el tratamiento con mayor porcentaje de geminación se obtuvo en arroz con 140 mL de 

agua con un 89,54 % germinación.  

 

La pureza es otro criterio fundamental para el control de calidad porque se certifica que el 

producto está libre de la presencia de otros microorganismos indeseables que pueden ser dañinos 

o contaminantes para el ambiente y de esta manera, asegurar que solamente se esté produciendo 

el organismo deseado, para posteriormente, ser liberado al campo (García et al., 2012). Respecto 
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a la pureza encontrada en este estudio, la misma es aceptable, ya que, de acuerdo con Rivera 

(2002), reporta que los biocontroladores deben de tener entre el 90 y 100% de pureza, además de 

examinar el tipo de microorganismos contaminante.  

 

 

6. Conclusiones 

 

1. Se realizó la identificación molecular de Lecancillium sp., obteniendo como 

resultado que la cepa utilizada es Lecanicillium lecanii, clasificada recientemente 

como Akanthomyces lecanii. 

2. Se determinó las condiciones ideales de pH y medio nutritivo para el desarrollo in 

vitro de L. lecanii, siendo el óptimo entre 5,5 y 6,5. Además, agar papa dextrosa el 

mejor medio de crecimiento. 

3. El arroz es el sustrato que permite mayor concentración de esporas (8,72E+08 

conidios/g), viabilidad (85,11%) y pureza con 97,87% para un total de 

 7,26E+08 conidios viables puros por gramo de sustrato.  

4. La temperatura óptima para la máxima producción de conidios viables puros en 

arroz es de 20ºC con un total de 8,68E+08 CVP. 

5. L. lecanii, presenta la mayor producción de esporas en arroz cuando se emplea 

una humedad de 140 mL de agua en 300 g de sustrato obteniendo 1,42E+09 CVP. 

 

7. Recomendaciones 

 

1. Realizar ensayos para ampliar los rangos de humedad en la fermentación en sólido 

para la producción de L. lecanii para la obtención de mejores parámetros de 

control de calidad. 
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2. Buscar nuevas fuentes de crecimiento y desarrollo del hongo económicamente 

más rentable y evaluar la producción de conidios, viabilidad, pureza 

microbiológica y CVP. 

3. Probar nuevas cepas hongos de Lecanicillium sp. que presenten mejores 

características para su producción en masa y su posible aplicación en campo. 

4. Analizar la eficacia del hongo a nivel de invernadero y campo para determinar su 

virulencia sobre los áfidos, y, por ende, su control en el cultivo de caña de azúcar. 

5. Revigorizar la cepa de L. lecanii a partir de insectos muertos y parasitados por el 

hongo para mantener su capacidad de infección. 

6. Mantener el área de producción controladas de determinados parámetros clave 

como la temperatura, humedad y contaminantes aéreos. 

7. Comprender mejor la interacción molecular del hongo L. lecanii cuando es 

expuesto a diferentes condiciones físicas de humedad, temperatura y pH (anexo 

1). 

8. Es importante evaluar la virulencia del hongo producido para poder determinar si 

es viable su uso en campo para el control de áfidos. 

9. Se debe considerar el uso de soportes para mejorar la aireación, incluso, se puede 

producir biomasa de este hongo en medios líquidos de bajo costo para cosechar y 

formularla para después evaluar su eficacia en invernadero o campo. 

10. También se puede estudiar la relación carbono/nitrógeno en estos sustratos, como 

lo es la adición de nitrógeno ureico, amoniacal o a través de aminoácidos 

11.  Determinar el costo por cantidad de conidios producidos. 
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1. Anexos 

Anexo 1. Cascada de reacciones metabólicas de los hongos en respuesta a señales ambientales que recibe a través de 

la membrana plasmática. 
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Figura 16. Complejos moleculares formados por las proteínas de la familia terciopelo y las 

metiltransferasas sobre el control del desarrollo fúngico. 

 

 


