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Resumen

Resumen

La aplicacién controlada de agentes de control biolégico tales como: bacterias, hongos, virus,
nematodos y protozoarios, implica el mejoramiento de los cultivos, al proteger las plantas del
deterioro producido por insectos plaga. En la naturaleza, los hongos entomopatdégenos (entomon:
insecto, pathos: enfermedad, gennan: engendrar) pueden eliminar o controlar las plagas y
constituyen, ademas el grupo de mayor importancia del control biol6gico, algunos géneros mas

importantes estan: Metarhizium, Beauveria, Isaria y Lecanicillium.

Los conidios son las unidades infectivas mas importantes en los hongos entomopatégenos y una
técnica para su produccién es el cultivo en soporte solido (CSS). En esta investigacion se
evaluaron diferentes volimenes (30, 60 mL y dos extracciones con 30 mL) de Tween 80 al 0.05%
sobre la extracciéon de conidios. Posteriormente, se determiné el efecto de la cantidad de sustrato
en la produccion de conidios, usando 10 y 20 g de arroz precocido, equivalente a dos alturas de
lecho del sustrato, 0.5 y 1 cm, respectivamente; después se probo el efecto del recipiente (botellas
serologicas y frascos GERBER®). Todos estos factores incidieron para encontrar mayores

rendimientos de conidios por gramo de soporte seco inicial (gssi).

Dentro de las aportaciones de este trabajo se determiné el efecto del lirio acuatico (el cual es una
plaga en los cuerpos de agua dulce en México y otras regiones del mundo) como texturizante en
los cultivos solidos. Para ello se probaron dos tratamientos: arroz (100%) y una mezcla de arroz-
lirio (90%-10%). Se calcularon los parametros de calidad de conidios como hidrofobicidad (H),
viabilidad (V) y germinacion (G). Finalmente se realizaron estudios con aireacién forzada, andlisis
de respirometria y pruebas de calidad; empleando los hongos entomopatégenos Metarhizium

anisopliae CP-OAX e Isaria fumosorosea CNRCB1.

Las extracciones de conidios se hicieron con 60 mL de Tween (0.05%) porque se requiere menos
tiempo (10 minutos) para efectuarlo y con ello una extraccion del 85%; en este caso se encontrd
que con una altura de lecho menor (0.5 cm) se obtuvo un mayor rendimiento de 3.9X10°
conidios/gssi (caso de M. anisopliae CP-OAX) y no hay diferencia significativa (a=0.05) al usar 0.5
0 1 cm de altura de lecho (caso de I. fumosorosea CNRCB1). Los frascos GERBER® favorecieron
los rendimientos de conidios para ambos hongos lo que indicdé que la geometria del recipiente

influy6 en los perfiles de la produccion de conidios.

El lirio acuatico resulta conveniente como texturizante para el hongo I. fumosorosea CNRCBL1 en
CSS sin aireacion forzada, puesto que, al combinarlo con arroz, el rendimiento de conidios se
incrementa en 7.5%, sin alterar las variables de calidad de V y G. Por el contrario, para M.
anisopliae CP-OAX los rendimientos de conidios disminuyen al incluir el lirio en el medio de cultivo
asi como los variables de calidad H y V. Por otro lado, para ambos hongos entomopatégenos la
aireacion forzada constante repercutié negativamente en los rendimientos de conidios asi como en

los parametros de calidad.
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Introduccion

1. Introduccioén

1.1. Control biolégico.

Uno de los factores que limita la produccion de los cultivos son las plagas
agricolas. El uso indiscriminado de insecticidas sintéticos ha traido como consecuencia la
seleccidn de individuos resistentes, el resurgimiento de nuevas plagas y la contaminacion
ambiental (Gindin y col., 2009; Shah y Pell, 2003). El manejo integrado de plagas (MIP),
gue se basa en principios totalmente ecoldgicos, considera todo el agro-ecosistema en su
conjunto. Como tal, comprende la aplicacion armdnica de diferentes métodos de control,
como la lucha biolégica y las practicas culturales que requiere el cultivo, teniendo en
cuenta los niveles poblacionales de las plagas y enfermedades a controlar, la presencia
de los bio-reguladores naturales, las etapas fenoldgicas del cultivo y las condiciones

ambientales presentes (Alatorre-Rosas, 2006).

Uno de los componentes del MIP es el control biolégico de las plagas agricolas
mediante parasitoides, predadores (entomdéfagos) y organismos entomopatégenos que
pueden ser hongos, bacterias, virus, nematodos y protozoarios. Todos los insectos son
susceptibles de ser afectados por algiin hongo, la mayor parte de los insectos que atacan
a las plantas cultivadas tienen enemigos naturales que los parasitan y matan,
produciendo asi una reduccién considerable en su poblacion (Elizalde—Blancas, 2006;
Jackson y col., 2010). El uso de hongos entomopatoégenos (HE) para el control de tales
insectos constituye, por lo tanto un componente importante, siendo muchos los hongos
mencionados en diversos estudios que se usan para este propoésito. Los hongos como
Beauveria spp., Metarhizium anisopliae, Lecanicillium (Verticillium) lecanii, Isaria
(Paecilomyces) spp., son comunes en el campo. Estos hongos tienen un amplio rango de
hospederos y se han utilizado para controlar diversas plagas en diferentes lugares (Butt
y col., 2001; Jackson y col., 2010).

Las principales ventajas de los HE son (Kamp y Bidochka, 2002; Glare, 2004):

1. Presentan grados variables de especificidad, pueden ser especificos a nivel de familia

0 especies muy relacionadas.

2. Si el entomopatégeno encuentra las condiciones adecuadas para introducirse y
colonizar un ecosistema, se reproduce y renueva en forma continua, es decir, se vuelve

persistente, haciendo innecesarias nuevas aplicaciones.
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3. Se pueden aplicar mezclas de hongos entomopatdgenos con dosis subletales de
insecticidas, logrando efectos sinérgicos superiores a los logrados con aplicaciones de

cada producto por separado.
4. No contaminan el medio ambiente ni afectan al hombre u otros animales superiores.

5. Cuando el hongo no llega a causar la muerte directamente, se presentan efectos

secundarios que alteran el desarrollo normal del ciclo de vida del insecto.

Pero también presentan algunas desventajas como (Boucias y Pendland, 1998;
Cafledo y Ames, 2004; Glare, 2004):

1. Sensibilidad a la variacion de las condiciones climaticas como temperaturas extremas,

desecacion y luz ultravioleta.

2. No matan instantdneamente. Alcanzan buenos niveles de control entre una y tres

semanas después de la aplicacion, dependiendo de la plaga y del ambiente.

1.2. Hongos entomopatégenos.

Los hongos entomopatégenos como agentes de control bioldgico se utilizan en
diferentes paises, como una alternativa viable para regular los insectos fit6fagos que
afectan cultivos de importancia econémica dentro de un programa de manejo de plagas
(Alatorre-Rosas, 2006). La mayoria de los bioplaguicidas elaborados con base en HE
comercialmente disponibles en el mercado incluyen cepas de Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e Isaria (Paecilomyces) fumosorosea; estas especies producen
una cantidad considerablemente grande de conidios asexuales en un cultivo, asi como en
los insectos infectados, lo que facilita la dispersion en el campo (Butt y col., 2001; Glare,
2004).

Los conidios (esporas asexuales) son responsables de la infeccién y se dispersan
en el medio ambiente debido a las corrientes del viento, o bien por el mismo insecto que
se encuentre infectado al entrar en contacto con uno sano. Cuando los conidios estan
sobre la cuticula de un huésped, se fijan y germinan, iniciando una serie de cascadas de
reacciones de reconocimiento y activacion de enzimas, tanto por el huésped como por el
hongo (Boucias y Pendland, 1998; Cafiedo y Ames, 2004; Montesinos-Matias y col.,

2011). La enfermedad producida por hongos se llama micosis. Elizalde-Blancas, (2006)
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menciona que el desarrollo de la micosis puede ser llevado a cabo en tres fases descritas

a continuacion (Figura 1.2):
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Figura 1.2. Estructuray composiciéon de la cuticula de insectos y forma de penetracion de

hongos entomopatégenos (modificado de Hajek y St Leger, 1994).

1.2.1. Adhesion y germinacion de la espora en la cuticula del insecto.

El proceso de adhesion, dependiendo del hongo, puede ser un fendmeno
especifico o no especifico. Mientras que la germinacién de las esporas es un proceso
mediante el cual una espora emite uno o varios pequefios tubos germinativos que al
crecer y alargarse da origen a las hifas que penetran la cuticula, este proceso depende
de las condiciones de humedad y temperatura ambiental. También puede producir una
estructura llamada apresorio, la cual ayuda en la perforacion de la cuticula. El éxito de la
germinacion y penetracion no dependen necesariamente del porcentaje de germinacion
sino del tiempo de duracién de la germinacion, agresividad del hongo, tipo de espora y
susceptibilidad del hospedante (Shah y Pell, 2003; Elizalde-Blancas, 2006).

1.2.2. Colonizacion del hemocele.

Esta penetracion por parte de la hifa es el resultado de la degradacion enzimatica
de la cuticula y la presibn mecanica ejercida por el apresorio. Ademas, depende de las
propiedades de la cuticula, grosor, presencia de sustancias nutricionales y antifingicas

(Elizalde-Blancas, 2006), asi como del estado de desarrollo del insecto. El integumento
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o tegumento (figura 1.1); formado por una sucesion de capas, de adentro hacia afuera
éstas son: membrana basal, epidermis o hipodermis y cuticula (epicuticula y procuticula)
es degradada por los hongos mediante enzimas como proteasas, aminopeptidasas,

lipasas, esterasas y quitinasas (Montesinos-Matias y col., 2011).

1.2.3. Desarrollo del hongo que resulta en la muerte del insecto.

Luego de que llegue al hemocele, el hongo puede evitar la defensa inmune del
insecto produciendo células parecidas a levaduras, llamadas blastosporas, que se
multiplican y dispersan rapidamente desarrollando protoplastos, elementos discretos
ameboideos, sin pared celular que no son reconocidos por los hemocitos del hospedante
(Pérez, 2004) y produciendo micotoxinas (Glare, 2004). La dispersion de éstos en el

hemocele depende de la especie del hongo.

Los HE, ademas, pueden infectar a los insectos a través de las aberturas
corporales como son cavidad bucal, espiraculos y otras aberturas externas (Figura 1.2.3).
Las esporas pueden germinar rapidamente en estos ambientes por ser himedos. Cuando
lo hacen en los fluidos digestivos, en este caso, el insecto ho muere de micosis sino a

causa de las toxinas (Boucias y Pendland, 1998).
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Figura 1. 2. 3. Sitios potenciales para el ingreso de un patégeno en insectos (modificado de
Boucias y Pendland, 1998).
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1.3. Produccién de conidios.

Las unidades infectivas méas efectivas son los conidios, pero no hay un
conocimiento universal de un factor que influya en la obtencién de esporas, sin embargo,
se han reportado diferentes trabajos de investigacion que conllevan a la mejoria en el
rendimiento y esporulacién de hongos entomopatégenos. Dentro de las variables
estudiadas se encuentran la produccién de conidios en diferentes sustratos organicos y
sintéticos, atmosferas enriquecidas con O, o CO,, los porcentajes de humedad del
sustrato y proporciones de texturizante, entre otras.

Para evaluar la influencia del sustrato en la fisiologia y virulencia de la cepa
Beauveria bassiana, Rodriguez-Gémez y col. (2009) usaron dos aislados de B.
bassiana (tipo silvestre y mutante) y compararon su crecimiento en medios de cultivo
basados en salvado de trigo, exoesqueletos de saltamontes, quitina coloidal o agar
dextrosa Sabouraud (SDA). La influencia del medio de cultivo en la virulencia fue
determinada contra larvas y adultos de Tenebrio molitor. Se alcanzé una mortalidad
mayor al 90% en adultos de T. molitor, utilizando conidios provenientes de todos los
medios de cultivo; mientras que para larva un 80% de mortalidad fue obtenida usando
conidios colectados del medio SDA, y entre 15 y 35% con conidios de otros medios. La
investigacion concluye gue los dos estadios de crecimiento de T. molitor y la composicién
del medio de cultivo pueden cambiar los patrones de virulencia y los niveles de

produccién de conidios para cada aislado.

En las investigaciones realizadas en medios sintéticos destacan los siguientes: el
trabajo reportado por Shimazu (2009) para la produccién de conidios de Fusarium
coccophilum, en donde se evaluaron diferentes medios de cultivo, se propone el medio
qgue contiene la composicién siguiente (g/100mL agua destilada): peptona, 0.1; extracto
de levadura, 0.1; sacarosa, 2: y agar 1.5, ya que es facil de preparar, practico y se
obtiene un rendimiento de 3.4X10* conidios/cm? placa. Mientras que Kamp y Bidoshka
(2002) encontraron que aislados de los HE Metarhizium anisopliae y B. bassiana
mostraron mayor producciéon de conidios en el medio agar-papa- dextrosa (PDA) con una
altura del medio (profundidad) de 2 mm, mientras que el hongo Lenanicillium (Verticillium)
lecanni mostré mayor produccién de conidios en el medio agar-extracto de levadura-
peptona-dextrosa (YPDA), independientemente de la altura. Se concluye que la
produccién de conidios no solo depende del aislado sino del tipo de medio de cultivo y la

altura.
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Para evaluar la produccion de conidios y su calidad en Metarhizium anisopliae var.
Lepidiotum Tlecuitl-Beristain y col. (2010) reportan diferentes medios de cultivo que
contienen harina de arroz o de avena como fuente de carbono y peptona de carne como
fuente de nitrégeno (g/L), incubando a 28 °C: a) harina de arroz 33.3; b) harina de avena
33.3; ¢) harina de arroz 33.3 y peptona 10; y d) harina de avena 33.3 y peptona 10. La
peptona incrementa los rendimientos de conidios independientemente del sustrato
utilizado; sin embargo, los rendimientos méas altos fueron obtenidos usando el medio de
harina de avena. Ademas, se determind el efecto del O, en la produccién de conidios
usando un medio avena-peptona y se estudié en una atmdsfera normal (21% O,) y pulsos
enriguecidos de oxigeno (26% O;) con recambios cada 24 h; la maxima produccion de
conidios (4.25X10" conidios/cm?) se obtuvo usando pulsos con 26% O, después de 156 h
de cultivo, que fue mayor al 100% con respecto a los niveles de conidios producidos bajo
una atmosfera normal. El rendimiento de conidios por gramo de biomasa fue 2.6 veces
mayor con 26% O, (1.12X10’ conidios/mg). Por otro lado, los parametros de calidad de
conidios, tales como germinacion e hidrofobicidad no muestran diferencias significativas

(o =0.05) entre estos tratamientos.

Otra investigacion enfocada en la produccién de conidios y amilasas de B.
bassiana, es la realizada por Garza-L6pez y col. (2011), que describen el CSS de este
hongo entomopatdgeno, utilizando arroz como soporte sélido y fuente de carbono, con un
indculo de 1X10° conidios por gramo de sustrato seco inicial (gssi), ademas la adicion de
una solucion de extracto de levadura que suplementa la fuente de nitrégeno y cofactores.
En este trabajo se usO arroz como sustrato para comparar el efecto de dos
composiciones de atmosferas, una normal y otra enriquecida con CO, (5%). La maxima
produccién de conidios por gssi se obtuvo con la atmésfera normal (1.14X10°
conidios/gssi), mientras que con la presencia de CO,, la produccion de conidios
disminuyé hasta 85% (1.8X10° conidios/gssi). Sin embargo, la actividad amilasa se
incremento hasta tres veces (16.58 Ul/gssi) con la atmésfera que contenia dicho gas con

respecto a la atmoésfera normal (5.41 Ul/gssi).

Por otro lado, para estudiar el efecto de la humedad y el tamafio de in6culo en la
esporulacion de B. bassiana, Nufiez-Gaona y col. (2010) usaron salvado de trigo (fuente
de carbono) y bagazo de cafia (texturizante) en diferentes proporciones (% peso/peso):
100/0, 70/30, 50/50, 30/70. Se evaluaron diferentes contenidos de humedad (66, 75 y
80%) y se estudiaron varios niveles de in6culo (1X10°, 6X10° y 5X10” conidios/gss), con

una temperatura de incubacion de 28°C. Se alcanzé un rendimiento maximo de
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1.18X10™ conidios/gss en el CSS usando salvado de trigo con 66% de humedad y
actividad de agua de 1 (a, =1); este rendimiento disminuye en orden de magnitud al
incrementar el contenido de humedad o con la adicién de bagazo de cafia. Por otro lado,
en CSS usando salvado de trigo (66% humedad), se determiné el tiempo para obtener un
rendimiento de 1X10'° conidios/gss, que se conoce como tio, que puede predecirse
usando un modelo considerando el tamafio de inéculo y rendimientos maximos. De esta
manera, el t;, fue de 285 h con un inéculo de 1X10° conidios/gss, sin embargo, el tio
disminuye a 232 h y 148 h para un inéculo de 7X10° y 5X10’ conidios/gss,

respectivamente.

1.4. Pardmetros de calidad.

Los parametros de calidad de hongos utilizados para el control de insectos plaga
se realizan sobre el producto final, es decir, sobre el formulado que se aplicara en campo
(Alatorre-Rosas, 2006). El proposito del control de calidad es el de llevar a cabo pruebas
gue predigan el funcionamiento del enemigo natural en campo, ademas de detectar

alguna irregularidad en los sistemas de produccién de conidios (Berlanga-Padilla, 2006).

1.4.1. Viabilidad.

La viabilidad es la medida de la cantidad de estructuras (conidios) que tengan la
capacidad de germinar, expresada en porcentaje. El estandar recomendado para la
utilizacién de hongos entomopatégenos como agentes de control biolégico es de una
viabilidad mayor del 80% (Berlanga-Padilla, 2006). La viabilidad o proporcion de
conidios vivos disminuye con el tiempo, esto depende de las condiciones en las cuales
son almacenados, esta prueba debe ser realizada al momento de la extracciéon y
formulacion del material, a diferentes intervalos de tiempo durante el periodo de
almacenamiento y antes de ser usado. De hecho, diferentes factores nutricionales y
factores ambientales como la temperatura, luz y pH afectan la viabilidad, germinacion,
crecimiento vegetativo y esporulacion (De la Torre, 2006).

Las formulaciones a base de HE tienen un tiempo de vida media entre 6 y 12
meses, una de las razones por el cual presentan un tiempo corto es su débil estabilidad a
altas temperaturas (Kim y col., 2010). Sin embargo, es posible que la edad y condiciones
del inéculo usados para almacenar, puedan contribuir en la viabilidad y estabilidad

morfoldgica en periodos largos (Borman y col., 2006).
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1.4.2. Germinacion.

La germinacion es la emergencia del tubo germinativo a partir de un conidio. Se
considera un conidio germinado, cuando el tamafio del tubo germinativo es mayor al
ancho del conidio (Ibrahim y col., 2002). Las condiciones nutricionales y la temperatura
son factores que afectan la germinacion Una germinacion rapida ayuda a tener una
mayor probabilidad de éxito en el campo, ya que los aislamientos con una lenta
germinacion estan en desventaja porque estan expuestos a las condiciones
desfavorables mas tiempo lo cual reduce su viabilidad en el campo (Fernandez-Rosas,
2006). Se debe notar que la germinacion no garantiza la viabilidad de los conidios, por lo

gue ambas pruebas son complementarias.

1.4.3. Hidrofobicidad.

La hidrofobicidad de los conidios es un concepto general a nivel fisico, es una
propiedad de la superficie de los conidios que permite eventualmente asociarse a
sustratos u hospederos (Jeffs y Khachatourians, 1997). De hecho, la hidrofobicidad de
la superficie de los microorganismos es fundamental para su adhesion a las superficies
con las que interactian (Le-Tian y col., 2010). En el caso de los conidios, la
hidrofobicidad es el producto de una capa sobre la superficie muy bien organizada de
estructuras proteicas en forma de varillas (rodlets) (Kim y col., 2010). Las principales

proteinas que constituyen los “rodlets” son las hidrofobinas.

1.5. Lirio acuatico (Eichhornia crassipes).

Como se ha mencionado, en CSS se usan materiales como texturizantes que
pueden favorecer la obtencién de biomasa, conidios o metabolitos de interés (Robles-
Martinez y col., 2008, Nufiez-Gaona y col., 2010; Kang y col., 2005). Dentro del
presente trabajo, se propuso al lirio acuatico como texturizante en CSS para obtener
conidios de HE. A continuacion se describen algunas caracteristicas de esta planta. El
lirio acuatico (Figura 1.5) es una planta libre flotadora miembro de la familia de las
Pontederiaceae, que ocupa un lugar sobresaliente entre las comunidades de hidréfitas de
agua dulce de las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Orozco-Segovia y

Vazquez-Yafiez, 1993).
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Figura 1.5. Lirio acuético (Eichhornia crassipes).

El lirio acuatico es considerado maleza (planta indeseable) por la serie de
problemas que acarrea su presencia y, sobre todo, por el crecimiento tan rapido de su
poblacién. Tiene diversos efectos perjudiciales, entre los que se pueden mencionar el
entorpecimiento de la navegacion por rios y lagunas, la elevacion de los indices de
evaporacion y el impedimento del paso de luz al fondo de los estanques, lo que trae
como consecuencia la eliminacion de microalgas que son el alimento de crustaceos y
peces (Dagno y col., 2010; Ding y col., 2006; Novelo y Ramos., 1998; Rzedowski y
Rzedowski, 2004).

Entre las caracteristicas de adaptacion mas importantes del lirio acuatico estan: a)
su rapida capacidad de reproduccidn vegetativa; b) la habilidad para regenerarse a partir
de pequefias porciones del talo vegetativo; c) la completa o parcial independencia de la
reproduccion sexual; d) la morfologia del crecimiento, que resulta en el desarrollo de la
mayor area posible de tejido fotosintético, con relacién al total de la planta y el cual
rapidamente ocupa la superficie del agua, y €) la independencia de las condiciones del

sustrato y del nivel del agua (Franceschini y col., 2010; Miranda y Lot, 1999).

Por lo anterior, el lirio acuatico es considerado una de las plantas invasoras, mas
dificiles de exterminar. Para su eliminacion se usan métodos tradicionales como los
mecanicos (trituracion), quimicos o biolégicos, que resultan en diversos efectos
perjudiciales como: incrementa el azolve, afecta la calidad del agua, agota el oxigeno y
modifica los ecosistemas (Center y Dray, 2010; Jun-Zhi y col., 2010; Miranda y Lot,

1999). Estos efectos repercuten en un alto costo productivo, social y ambiental, ya que al
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triturar 1000 hectareas de lirio se depositan al cuerpo de agua 420 mil toneladas de
desechos organicos, equivalentes a descargar 25 mil camiones de volteo de 7 m?
(Tecnologia Especializada en el Medio Ambiente, TEMA).

Por otro lado, el lirio acuatico tiene algunos usos en los que podemos encontrar su
aplicacion como fertilizante, forraje (Rzedowski y Rzedowski, 2004), alimento para
carpas, en la elaboracion de artesanias, en la produccién de biogas, para depurar aguas
residuales (Novelo y Ramos, 1998), y recientemente la empresa Tecnologia
Especializada en el Medio Ambiente (TEMA) fabrica fibras de lirio para la atencién de

derrames y en el reciclaje de sustancias organicas o industriales.

1.6. Texturizantes
Los texturizantes son una serie de materiales tales como los residuos organicos o

soportes inertes que modifican la textura y son utilizados en procesos que presentan un
exceso de agua, para mejorar la estructura, evitar la compactacion y mejorar el flujo de
aire. Dentro de los agentes texturizantes mas utilizados se encuentran: paja, residuos de
algodon, aserrin, astillas (Cayuela y col., 2006), viruta de madera, residuos de poda
(ramas y troncos secos), pasto seco (Robles-Martinez y col., 2008), bagazo de cafia

(Nufiez-Gaona y col., 2010) y espuma de poliestireno (Kang y col., 2005).
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2. Antecedentes

Los parametros de calidad de hongos utilizados para el control de insectos plaga
se realizan sobre el producto final, es decir, sobre el formulado que se aplicara en campo.
En este sentido las técnicas para estimar la calidad del material pueden variar
dependiendo del tipo de formulacion (Berlanga-Padilla, 2006). Como se menciono
anteriormente, algunos parametros de calidad en los conidios producidos pueden ser el
porcentaje de germinacién, G (%); la hidrofobicidad de la superficie de los conidios, H
(%); el tiempo en aparecer el primer insecto muerto, t, (dias); la tasa especifica de
muerte, k (dias™): y el tiempo para alcanzar el 50% de mortalidad, LTso (%) (Tlecuitl-
Beristain y col., 2010; Rodriguez-Gémez y col., 2009; Montesinos-Matias y col.,
2011).

Algunos autores han evaluado ciertos parametros de crecimiento de HE en CSS
tales como: la biomasa seca, X (mg/cm?); la produccion de conidios, C (conidios/cm?); el
rendimiento de los conidios en relacion a la biomasa, Y¢x (conidios/mg X); la
productividad, P (conidios/h) (Tlecuitl-Beristain y col., 2010); y la tasa especifica de

crecimiento, p (1/h) (Saucedo-Castafieda y col., 1994).

Hay trabajos de investigacion, los cuales reportan el uso de residuos materiales
en la produccion de conidios de HE, estos materiales texturizantes aumentan la
porosidad y por lo tanto favorecer la aireacion; Kang y col. (2005) reporta la produccion
de conidios por Beauveria bassiana en un reactor de lecho empacado, usando como
medio de cultivo una mezcla de arroz-salvado de trigo (7:3) que fue mezclada con 10%
de espuma de polipropileno (soporte inerte) usado como texturizante, con 67% de
humedad inicial y aireacion forzada. Entre los resultados que se obtuvieron destaca el
hecho de que al incrementar la altura del lecho los rendimientos de conidios disminuyen,
aunque los problemas pueden ser reducidos con aireacién forzada y por la adicion de la

espuma de polipropileno (texturizante).

En el proceso de composteo, cuando se tratan residuos vegetales con alto
contenido de humedad y bajos en lignina y celulosa, se recomienda emplear agentes
texturizantes para favorecer la aireacion y por lo tanto el buen desarrollo del proceso de
composteo. Robles-Martinez y col. (2008) utilizaron una mezcla de viruta de madera y
lirio acuatico seco (Eichhornia crassipes) como agente texturizante en diferentes
porcentajes (5, 10, 15 y 20%), cada ensayo fue hecho por triplicado y estuvo compuesto

de una mezcla que contenia los seis residuos (jitomate, platano, papaya, naranja, pifia y
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lechuga) generados en mayor cantidad en la Central de abasto de la Ciudad de México.
Los experimentos se llevaron a cabo en celdas de acrilico donde se colocaron 1200 g de
residuos mas el texturizante. Los resultados mostraron que el elevado contenido de
humedad de la mezcla puede ser regulada con materiales texturizantes secos. Estos
materiales absorben parte del lixiviado durante las primeras semanas del proceso y se
mejora la textura en las pilas evitando con esto la degradacién anaerobia.

En un trabajo previo se ha utilizado arroz (sustrato) y lirio acuatico (texturizante)
para la produccion de conidios de B. bassiana en CSS, empleados en diferentes
proporciones porcentuales (%), obteniendo rendimientos 100% mayores (2.25X10°
conidios/gssi) usando una mezcla arroz-lirio (90%-10%) con respecto al obtenido con
arroz como (nico sustrato (1.04X10° conidios/gssi). Cuando se usa una mezcla de arroz-
lirio (50%-50%) el rendimiento de conidios es significativamente distinto, al que se obtiene
solo con arroz (9.83X108 conidios/gssi) (Montesinos-Matias y col., 2009, resultados no

publicados).
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3. Justificacion

La técnica preferida para la produccién de conidios de HE es el cultivo en soporte
sélido (De la Torre 2006). EI CSS es un proceso el cual involucra el crecimiento del
microorganismo en sustratos soélidos en ausencia (o0 casi ausencia) de agua libre, sin
embargo, los sustratos deben poseer suficiente humedad para soportar el crecimiento y
metabolismo del microorganismo (Pandey 2003). Se ha sefialado que el CSS ofrece
muchas ventajas como: baja inversién, bajos costos de produccién, altas productividades,
mayor estabilidad de los productos y bajos requerimientos de agua y energia, entre otros
(Ooijkaas y col., 2000).

En el presente trabajo se pretende evaluar la produccién de conidios por HE en
CSS, usando arroz precocido como sustrato y lirio acuatico como texturizante, asi como

evaluar los parametros de calidad de los conidios.

Algunos materiales que han sido utilizados como texturizantes son: la viruta de
madera, residuos de poda (ramas y troncos secos), pasto seco, poliestireno (plastico
residual), bagazo de cafia (Robles-Martinez y col., 2008, Nufiez-Gaona y col., 2010;
Kang y col., 2005), residuos materiales que permiten mejorar la eficiencia del proceso al
aumentar la porosidad y por lo tanto favorecer la aireacion, por lo anterior, se propone el

uso del lirio acuéatico como texturizante en el presente trabajo.

En México el lirio acuatico es uno de los mayores problemas que afecta a los
diversos cuerpos de agua, su retiro y disposicion final es una tarea que en muchas
ocasiones se realiza con equipos y alternativas ineficaces como herbicidas, ademas con
maquinas trituradoras que usan para su retiro que en lugar de acabarlos, los multiplica.
Algunos de los efectos perjudiciales son: a) efectos sobre la biodiversidad y ecosistemas;
ya que cubre extensas superficies en presas, lagunas y canales, impidiendo el libre paso
del agua o la navegaciéon, ademas afecta la supervivencia de las plantas y los animales
nativos, b) cultivos afectados y efectos sobre los cultivos; se afecta la acuacultura ya que
el lirio agota el O, del embalse, c) impacto sobre la salud humana; ya que favorece el
desarrollo de mosquitos que producen dafios a la salud humana y del ganado, d) impacto
economico y social; crea problemas a la pesca, la navegaciéon y al mantenimiento
apropiado de areas recreativas (Navelo y Ramos, 1998; Rzedowski y Rzedowski,
2004). Con esto se usaria el lirio acuatico, una plaga que prolifera en lagos y lagunas,

como un texturizante para elaborar un producto de alto valor agregado.
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4. Hipotesis

Los hongos entomopatégenos Metarhizium anisopliae CP-OAX e Isaria fumosorosea
CNRCBL1 al ser cultivados en soportes sélidos con arroz como sustrato principal y lirio
acuatico como texturizante, permitird incrementar los rendimientos de conidios sin alterar

su calidad.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general.

Determinar la produccion y calidad de conidios por hongos entomopatégenos en cultivo

sélido usando lirio acuatico como texturizante y arroz como sustrato.

5.2. Objetivos especificos.

e Determinar el efecto de la altura del lecho y tipo de recipiente en la produccion de
conidios por HE en CSS.

o Determinar el efecto de la aireaciéon forzada sobre la produccién de conidios por
HE en CSS.

e Evaluar los parametros de calidad de los conidios producidos por HE en CSS.

14



Materiales y Métodos

6. Materiales y métodos (diagrama de flujo).

CONSERVACION Y MANTENIMIENTO DE LOS HE

M. anisopliae CP-OAX I. fumosorosea CNRCB1

Obtencidn de cultivos
monocolonia

y

Propagacion y conéervacién de los HE
CULTIVO EN SOPORTE SOLIDO (CSS)
Extraccion de conidios
Efecto de la altura del lecho
Efecto del tipo de recipiente

Produccién de conidios (CSS)

Sin aireacion forzada Con aireacioén forzada
(aireacion natural) (suministro de aire)
PARAMETROS DE CALIDAD ;
ANALISIS DE
I RESPIROMETRIA
Germinacion Viabilidad Hidrofobicidad
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6.1. Obtencién de cultivos monocolonia

Se obtuvieron cultivos monocolonia para los hongos Metarhizium anisopliae CP-
OAX e Isaria fumosorosea CNRCB1. Los hongos (por separados) se sembraron por
estria en agar maltosa Sabouraud (AMS) al 2% y se incubo a 28 + 1°C durante 7 dias.
Posteriormente, se tom6 una asada de conidios y se sembraron nuevamente por estria
en cajas de Petri con medio AMS 2% mas desoxicolato de sodio (0.05%) que es un
inhibidor de crecimiento de organismos formadores de esporas y facilitdé la obtencién de
colonias aisladas (Montesinos-Matias, 2008), de esta siembra se cosecharon colonias
libres de contaminacion del centro de la caja Petri para propagarlas nuevamente para su

conservacion.

Figura 6.1. Cultivos monocolonia de |. fumosorosea CNRCB1 (derecha) y M. anisopliae CP-
OAX (izquierda).

6.2. Propagacién del microorganismo.

Se utilizaron los hongos Metarhizium anisopliae CP-OAX e Isaria fumosorosea
CNRCBL1 (Figura 6.2). M. anisopliae CP-OAX pertenece a la coleccion de hongos del
Colegio de Posgraduados (COLPOS) en Texcoco, Estado de México, como medio de
propagacién se utilizé harina de avena con la siguiente composicién (g/L): harina de
avena 33.3, agar 15 y peptona de carne 10 (Tlecuitl-Beristain, 2010), I. fumosorosea
CNRCB1 proporcionado por el Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico
(CNRCB) en Tecomén, Colima, México. Se usé AMS al 2% como medio de
esporulacién, cuya composicion es la siguiente (g/L): maltosa 20, peptona de carne 2.5,
peptona de caseina 2.5, extracto de levadura 0.5, agar 15 (Miranda-Hernandez, 2010);
se dosificé 50 mL de medio de cultivo en 3 matraces Erlenmeyer de capacidad de 250 mL

ademas un matraz como control negativo, para ambos hongos y se incubaron a 28 + 1°C
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durante 12 dias. La identificacion de estas cepas se corrobor6 previamente por secuencia
de las regiones ITS, los nimeros de acceso para estas secuencias de ADN son
FJ876298 y HM209049, para M. anisopliae CP-OAX y para |. fumosorosea CNRCB1,
respectivamente (Tlecuitl-Beristain, 2010; Miranda-Hernandez, 2010).

Figura 6.2. Los HE I. fumosorosea CNRCB1 (derecha) y M. anisopliae CP-OAX (izquierda).

6.3. Conservacion del microorganismo.

El método de conservacion (agua desionizada estéril) descrito por Lopez-Lastray
col., 2002 se bas6 en almacenar (4 °C) viales de vidrio con tapon de rosca con
capacidad de 10 mL (Figura 6.3), se esterilizaron conteniendo 4 mL de agua desionizada,
en los cuales se colocaron 4 trozos de agar con inéculo (5 mm?) provenientes de un
cultivo monocolonia de 7 dias de incubacién en medio AMS al 2% para |. fumosorosea
CNRCBL1 y en medio harina de avena para M. anisopliae CP-OAX. Después se evalud la
viabilidad de los hongos en conservacion a los 0, 4 y 6 meses de conservacion.

Figura 6.3. Viales de conservacion de los hongos I. fumosorosea CRCB1y
M. anisopliae CP-OAX
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6.4. Extraccion de conidios.

Se prepararon 18 frascos GERBER® de 80 mL de volumen, con un & =5 cmy h=
4.7 cm para 3 tratamientos, cada uno con 5 frascos y su respectivo control negativo. En
cada frasco se pesaron 10 g de arroz precocido marca MORELOS® que se esterilizé a 15
PSI durante 15 minutos. El medio se inoculdé con 1 mL de una suspension de conidios
conteniendo 1X10” conidios/mL (indculo inicial de 1X10° conidios/gssi) y se adicioné la
cantidad de agua necesaria para tener 40% de humedad inicial (Raimbult, 1998).
Después de inocular el medio se mezcld con una espatula y los frascos se cubrieron con
papel aluminio y se colocaron dentro de un desecador con las valvulas abiertas de
entrada y salida y se incubé a 28 + 1°C durante 6 dias (Figura 6.4). Para este estudio el
in6culo del hongo M. anisopliae CP-OAX fue producido en el medio harina de avena

descrito en la seccién 6.2, incubando durante 6 dias a 28 + 1°C.

En el sexto dia se realiz6 la extraccion de conidios usando Tween 80 al 0.05 %
con los siguientes tres tratamientos: a) 30 mL, b) 60 mL y ¢) dos extracciones con 30 mL;
con una espatula se sac6 la materia fermentada y se coloc6 en un vaso de precipitados,
se adiciond el volumen de Tween 80 al 0.05% y con un agitador magnético se agitd
durante 10 minutos, después se filtr6 con una gasa para eliminar los soélidos y se obtuvo
una suspensién de conidios (SC), entonces se realizo el conteo de conidios en la camara
de Neubauer (Marienfield), con un microscopio (BOECO) y se usé el objetivo 40X. El
rendimiento de conidios se reportd en conidios por gramo de soporte seco inicial

(conidios/gssi).

Figura 6.4. Desecador de pléstico para cultivo de HE.
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6.5. Efecto de la altura del lecho sobre la produccién de conidios.

Se utilizaron dos cantidades de arroz que fueron 10 g y 20 g, que generan una
altura del lecho dentro de los frascos de 0.5 cm y 1 cm, respectivamente. Los hongos I.
fumosorosea CNRCB1 y M. anisopliae CP-OAX se sembraron en los medios
correspondientes y descritos en la seccion 6.2 durante 12 dias a 28 + 1°C, para cada
hongo se prepararon 10 frascos GERBER® (5 frascos con 10 gy 5 frascos con 20 g de
arroz precocido marca MORELOS®), que se inocularon con 1 mL de una suspension de
conidios a una concentraciéon de 1X10’ con/mL, ademas se prepararon 3 frascos como
control negativo con la cantidad de sustrato (10 g o 20 g) correspondiente y agua
destilada estéril (Figura 6.5). Las condiciones de esterilizacién, inoculacion, mezclado,
tiempo y temperatura de incubacion fueron las mismas y descritas en la seccién 6.5, para
cada frasco en el dia 7 del cultivo. La materia fermentada se transfiri6 a un vaso de
precipitados, se adicionaron 60 mL de Tween 80 al 0.05% y se agité durante 10 minutos,
después se filtr6 con una gasa para eliminar los sélidos y asi obtener una suspension de
conidios (SC), entonces se realizé el conteo de conidios en la camara de Neubauer para

determinar el rendimiento de conidios (conidios/gssi).

Figura 6.5. Frascos con arroz precocido (sustrato), 10g (derecha) y 20 g (izquierda).

6.6. Efecto del tipo de recipiente en la produccion de conidios.

Se realizaron cinéticas de produccion de conidios de 7 dias para los hongos I.
fumosorosea CNRCB1 y M. anisopliae CP-OAX. Para ello se propagaron los hongos y se
utilizaron 30 frascos GERBER® y 30 botellas seroldgicas por aislado (Tabla 6.6), en
donde se introdujeron 10 g de arroz precocido (Figura 6.6), ambas unidades
experimentales fueron preparadas como se describe en la seccion 6.6, asi como también
se determind el conteo de conidios de las muestras extraidas cada 24 horas (por

triplicado) para ambos aislados.
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Figura 6.6. Unidades experimentales para cultivo con 10 g de sustrato, frasco (derecha) y

botella serolégica (izquierda).

Tabla 6.6. Dimensiones de los recipientes utilizados en CSS.

Recipiente V(mL) Ec(cm) @i(cm) Dpoquina(cm) h(cm) Al (cm)
Botella serolégica 125 8.3 4.5 1.2 9 0.7
Frasco GERBER® 80 3.7 5 4.2 4.2 0.5

6.7. Produccién de conidios sin aireacion forzada (aireacion natural).

Para la produccion de conidios sin aireacion forzada se propusieron dos
tratamientos: a) arroz (100%) y b) una mezcla de arroz (90%) + lirio (10%). Se realizaron
cinéticas de 7 dias para ambos aislados de HE, utilizando 30 frascos GERBER® (por
aislado), cada uno con 10 g de sustrato sélido, preparados en las condiciones descritas
anteriormente (Figura 6.7). Los frascos fueron tapados con papel aluminio y colocados en
un desecador con las valvulas abiertas de entrada y salida he incubados por 7 dias a
28°C + 1°C, teniendo 3 réplicas por dia mas 3 controles negativos para cada tratamiento.
Se realiz6 el conteo de conidios para determinar los rendimientos. En el anexo 11.1 se

mencionan las caracteristicas del lirio acuatico utilizado en ésta investigacion.
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Figura 6.7. Unidades experimentales con 10 g de sustrato, arroz (100%) a la izquierda y
arroz-lirio (90%-10%) a la derecha.

6.8. Produccion de conidios con aireacion forzada (suministro de aire) y andlisis de
respirometria.

Se prepar6 el material descrito en el apartado anterior para ambos aislados. Para
determinar la tasa maxima especifica de produccion de CO; (ucoy) Y la fase lag de forma
indirecta a partir de la produccién de CO; se utilizo la metodologia descrita por Saucedo-
Castafieda y col., (1994), se us6 un metabolimetro en donde fueron conectados los
reactores de charolas con las siguientes dimensiones: 26.6 cm x 11.5 cm x 20 cm, en la
entrada se hizé pasar una corriente constante de aire himedo con un flujo de 100
mL/minuto (calculos en el anexo 11.2) y a la salida se conecté a unas trampas de silica
gel para retener la humedad y finalmente se conectaron al metabolimetro (Figura 6.8). Se
obtuvieron lecturas en linea de CO, para determinar la tasa maxima especifica de
produccion de CO, (uco2), estimada como produccion de CO,, asi como la fase lag en
cada cultivo.

Figura 6.8. Reactores de charolas conectados en linea al metabolimetro.
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6.9. Pardmetros de calidad.

Las pruebas de calidad se determinaron usando los conidios cosechados en el dia
de mayor rendimiento; dia 6 y 7, para M. anisopliae CP-OAX e I. fumosorosea CNRCB1,
respectivamente. Para las tres pruebas se realizd el mismo procedimiento descrito
anteriormente hasta obtener la SC. En cada ensayo se describe el procedimiento a

seqguir.

6.9.1. Hidrofobicidad.

Se utilizé el ensayo modificado de exclusidon de fases utilizando n-hexadecano
como solvente organico (Shah y col., 2007). Se realiz6 la extraccién de conidios como se
describié anteriormente para obtener la SC, que fue centrifugada a 5000 rpm durante 30
minutos a 4°C, posteriormente se deseché el sobrenadante y se efectuaron dos lavados
con agua destilada por centrifugacion, finalmente se realizé6 una tercera centrifugacion
con nitrato de potasio (0.1 M) para neutralizar la carga de la superficie de los conidios. Se
estandarizaron las suspensiones de conidios a una concentracion final de 1X10’
conidios/mL. En tubos de ensayo de 10 mL se agregé 1 mL de n-hexadecano y se
adicioné 3 mL de la suspension de conidios, se agit6 durante 10 segundos y se dejo
reposar por 30 minutos para permitir la separacion de fases. Finalmente, se recolecté la
fase acuosa con una pipeta Pasteur y se registraron los datos de densidad Optica (DOg)
utilizando un espectrofotémetro (Perkin-Elmer) a 660 nm. La densidad 6ptica total (DOiotal)
se determind con la suspension de conidios inicial. La hidrofobicidad relativa se calcul6
utilizando la siguiente ecuaciéon expresada en porcentaje, la cual describe la relacion
entre los conidios hidrofébicos que emigran a la fase organica y los que permanecen en

la fase acuosa:

DOac )]

i . . : 04) — -
Hidrofobicidad relativa (%) = 100 [1 (DOtotal

Donde:

DO,.: densidad dptica en la fase acuosa (conidios que pertenecen en la fase acuosa)

DOyo1ai: densidad dptica total (conidios totales)

6.9.2. Germinacion.
Se prepararon cadmaras humedas (cajas Petri) con papel filtro en el fondo de la
caja, después fueron introducidos dos soportes de goma sobre los cuales se acomodé

encima un portaobjetos en donde se distribuyeron 400 uL de una soluciéon agar-agua
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estéril (15 g/L) en los extremos. Posteriormente se estandarizaron suspensiones de
conidios a una concentracion final de 1X10° conidios/mL de donde se tomaron 50 pL y se
adicionaron sobre la superficie de agar-agua ya solidificado, ademas se agregaron 3 mL
de agua destilada estéril sobre el papel filtro, después fueron introducidas las camaras a
una incubadora a 28°C durante 14 horas, realizando el conteo al microscopio con objetivo
40X de por lo menos 200 conidios, registrando los conidios germinados y los no
germinados. Se considerd un conidio germinado aquel que presentd el tamafio del tubo

germinativo mayor al diametro del conidio (Samuels y col., 1989).

6.9.3. Viabilidad.

Se estandarizaron suspensiones a una concentracion de 1X10* conidios/mL y se
adicionaron 30 pL (aproximadamente 300 conidios) de cada una a cajas Petri con medio
AMS al 2% y 0.5 g/L de desoxicolato de sodio (Montesinos-Matias, 2008; Tlecuitl-
Beristain, 2010; Miranda-Hernandez, 2010). Las cajas se incubaron a 28 °C y se realizé
el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 72 horas de cultivo. Se
determind, la viabilidad de los hongos conservados después de 4 y 6 meses de
conservacién tomando un vial de cada hongo, con una espatula estéril se sacé un cubo
de agar con inéculo y se sembré en una caja Petri con medio AMS 2% durante 7 dias,
posteriormente se realizé una cosecha de conidios con Tween 80 al 0.05% y se siguio el
mismo procedimiento descrito anteriormente para realizar el conteo de UFC (Miranda-
Hernandez, 2010).

6.10. Anédlisis estadistico.

Para la prueba de hidrofobicidad, germinacion y viabilidad de los conidios
producidos en los medios arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%) se utilizé la prueba de t de
Student para comparacion de medias, asi como también para comparar los rendimientos

en el dia de mayor produccién; utilizando el software NCSS® 2007.
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7. Resultados y discusion.

7.1 Obtencién de cultivos monocolonia, conservacion y viabilidad de los hongos
Isaria fumosorosea CNRCB1 y Metarhizium anisopliae CP-OAX.

Esta técnica se realiz6 con la finalidad de obtener una coleccion confiable de los
hongos entomopatogenos |. fumosorosea CNRCB1 y M. anisopliae CP-OAX, ya que a
pesar de conocer la procedencia de ellos es necesario asegurar la autenticidad y pureza
de los mismos y de los datos que se consigan como una prioridad para el inicio y durante
ésta investigacion. En la figura 7.1.1 se muestra una ilustracion de los cultivos
monocolonia obtenidos para los hongos |. fumosorosea CNRCB1 y M. anisopliae CP-
OAX, respectivamente.

Figura 7.1.1. Cultivos monocolonia; a) M. anisopliae CP-OAX, b) I. fumosorosea CNRCB1.

Ii!hl

w/
?-

Figura 7.1.2.Conservacion en agua desionizada a) M. anisopliae CP-OAX,
b) I. fumosorosea CNRCBL.
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Todos los métodos empleados para conservar la vida y las caracteristicas
genéticas de los hongos microscopicos, se basan fundamentalmente en la atenuacion o
suspension de su actividad metabdlica (Mier y col., 2005). EI método de conservacion
empleado en esta investigacion se basé en una metodologia descrita por Lépez-Lastra 'y
col. (2002), en la figura 7.1.2 se presentan fotografias de los conservados obtenidos para

ambos hongos.

Los resultados de la conservacién se reportan como el porcentaje de viabilidad,
medida como unidades formadoras de colonias (UFC) y se muestran en la tabla 7.1.
Estos valores indican que el uso de viales con agua desionizada estéril mantenidos a
4°C, resulté adecuado para |. fumosorosea CNRCBL1; respecto a M. anisopliae CP-OAX
se sugiere otro método de conservacién como liofilizacién, glicerol y agua mineral entre
otros, debido a que a los 6 meses de conservaciéon la viabilidad disminuyé a un

porcentaje menor del 50%.

Tabla 7.1. Porcentajes de viabilidad de los HE conservados.

Hongo V (%) Meses ‘
I. fumosorosea CNRCB1 90+ 3.6 4
81+22 6
M. anisopliae CP-OAX 50+1.1 4
43 £ 3.7 6

Mier y col. (2005) reportaron con este método que los hongos mostraron la
conservacion de la viabilidad y caracteristicas morfologicas durante 3.5 afios para M.
anisopliae y de 4.5 para |. fumosorosea, por otro lado, Miranda-Hernandez (2010),
reportd un porcentaje de viabilidad del 50% para M. anisopliae CP-OAX a 6 meses de
conservacion, mientras que para |. fumosorosea CNRCB1 del 70% a 2 meses de
conservado, ambos hongos fueron propagados en medio PDA (agar papa dextrosa) ; la
diferencia en los porcentajes de viabilidad antes mencionados para M. anisopliae CP-
OAX, comparados con los obtenidos en este trabajo puede deberse a la composicion del
medio de cultivo en el que el hongo fue propagado antes de ser conservado (medio
harina de avena), ya que los diferentes tipos de nutrientes en el medio dan como
resultado una variabilidad en el nimero de conidios producidos (Kamp y Bidochka,
2002).
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También esta implicado la relacion C/N en la diferencia de los porcentajes de
viabilidad ya que esta asociada a la conidiacién y germinacion de los conidios producidos
por hongos entomopatégenos (Vega y col., 2003), de tal manera que los rendimientos de
conidios aumentan cuando los valores de la relacion C/N son bajos (Shaukat y col.,
2009), asi tenemos que se us6 el medio harina de avena que tiene una C/N =21
(Tlecuitl-Beristain, 2010) para propagar a M. anisopliae CP-OAX antes de la
conservacién, mientras que el trabajo realizado por Miranda-Hernandez (2010) utilizo el
medio PDA con una relacion C/N =10, lo que indica una vez mas el efecto en los
diferentes nutrientes en el medio que conllevan a una variabilidad en los rendimientos de
conidios (Kamp y Bidochka, 2002).

7.2. Extraccion de conidios.

Este experimento sélo se realizé para el hongo M. anisopliae CP-OAX, se cultivd
en arroz precocido marca MORELOS® en las condiciones descritas en la seccion 6.5, se
realizo la extraccion de los conidios en el dia de mayor produccién (dia 6) con Tween 80
al 0.05% ya que es muy utilizado para la extraccion de conidios por sus propiedades
como surfactante (Robledo-Monterrubio y col., 2009; Rodriguez-Gémez y col., 2009).
Garza-Lopez (2008) utiliz6 20 mL de Tween 80 al 0.05 % y se agité durante 10 minutos
para extraer los conidios de B. bassiana en 5 g de arroz, Miranda-Hernandez (2010) usé
20 mL de Tween 80 al 0.05% para extraer conidios de los hongos M. anisopliae CP-OAX,
I. fumosorosea CNRCBL1 y B. bassiana cultivados en medio harina de avena.

Debido a que los conidios no siempre son totalmente removidos durante los
procesos de extraccion, es necesario evaluar su extraccion, por lo cual se usaron tres
voliumenes distintos de Tween 80 al 0.05% con el objetivo de conocer el volumen de
surfactante que permita transferir la mayor cantidad de conidios (provenientes del
sustrato) a la fase liquida (Tween 80 al 0.05%). Se consider6 como el 100% al
tratamiento que permiti6 mayor extraccion de conidios expresado en rendimiento de

conidios.

En la gréafica 7.2 se observan los rendimientos de conidios por gramo de soporte
seco inicial (conidios/gssi). Cuando se realizé la extraccion con 30 mL de Tween 80 al

0.05% se alcanzdé una extraccion del 60%, sin embargo, cuando se incrementd el
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volumen a 60 mL se obtuvo del 85%, por otro lado, se realizé un tratamiento haciendo

dos extracciones con 30 mL cada una, se consideré el 100% de extraccion.
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Grafica 7.2. Rendimientos de conidios para M. anisopliae CP-OAX, usando diferentes
volimenes de Tween 80 al 0.05% para la extraccidn. Las letras distintas indican diferencia

significativa (a=0.05).

Los rendimientos alcanzados ponen de manifiesto que utilizando 60 mL de Tween
80 al 0.05% se increment6 la extraccidon, debido a que las moléculas del disolvente se
encuentran en mayor proporcion y permitiendo mayor transferencia de conidios
(presentes en el sustrato) a la fase liquida por suspensién de los conidios. Por lo tanto, se
considero usar en los siguientes experimentos 60 mL de Tween 80 al 0.05% para realizar
la extraccion, ya que no hubo diferencia significativa con un o =0.05 en los rendimientos
obtenidos en los tratamientos 60 mL y 2x30 mL, ademas se requiere menor tiempo (10
minutos) para efectuarlo y el porcentaje de extraccién es bueno (85%).

7.3. Efecto de la altura del lecho en la produccién de conidios.

Este ensayo se llevd a cabo con el propdsito de saber como se afectan los
rendimientos de conidios para los hongos I. fumosorosea CNRCB1 y M. anisopliae CP-
OAX al usar dos cantidades diferentes de sustrato (arroz precocido), 10 y 20 g que

gener6 una altura del lecho de 0.5 cm y 1 cm, respectivamente; contenidos en frascos

27



Resultados y Discusion

GERBER® (metodologia descrita en la seccién 6.6). Considerando el valor promedio del
rendimiento, para el caso de |. fumosorosea CNRCB1 se presentd un incremento del
rendimiento del 16% al emplear 20 g de sustrato (9.23X10° conidios/gssi) con respecto a
10 g (8X10°® conidios/gssi), sin embargo no hubo diferencia significativa (. =0.05) en los
rendimientos alcanzados para ambos tratamientos. Por otro lado, para M. anisopliae CP-
OAX el rendimiento obtenido con 10 g de sustrato (3.9X10® conidios/gssi) representé un
57% mas comparado con 20 g (1.67X10° conidios/gssi) y hubo diferencia significativa con

un o =0.05 en los rendimientos obtenidos con estos tratamientos (grafica 7.3).
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Grafica 7.3. Rendimientos de conidios de HE en 10 y 20 g de sustrato. Las letras distintas

indican diferencia significativa (a=0.05).

Debido a que el O, es necesario en todos los cultivos aerobios, es un factor
importante para el crecimiento del microorganismo, por lo que la demanda de O; no
siempre es la misma durante el cultivo y es recomendable que se mantenga de una forma
equitativa a la maxima demanda de O, durante la fase de crecimiento acelerado
(Sarrafzadeh y Navarro, 2006). El hongo I. fumosorosea CNRCBL1 tuvo un crecimiento
morfolégico muy similar en 10 y 20 g de sustrato (figura 7.3.1), lo que indicé que este
hongo es capaz de seguir su proceso de conidiacion en mayores cantidades de sustrato
(20 g de arroz), sin embargo, una disminucion en los espacios del lecho interfiere en el

crecimiento y con la transferencia de gases (Dorta y Arcas, 1998; Kang y col., 2005); lo

28



Resultados y Discusion

que nos hace pensar que para los HE M. anisopliae CP-OAX e I. fumosorosea CNRCB1,
hubo una disminucién de la concentracién de O, con 20 g de arroz, ya que hubo mas
crecimiento vegetativo y eso causé reduccion en los espacios entre los granos de arroz
(figura 7.3.2), lo cual conllevé a una menor esporulacion y repercutié en los rendimientos
de conidios con respecto a 10 g de sustrato, ademas se ha reportado que conforme se
incrementa la altura del lecho los rendimientos de conidios disminuyen (Dorta y Arcas,
1998; Kang y col., 2005; Nufiez-Gaonay col. 2010; Ye y col., 2006).

Estos resultados permitieron determinar la cantidad de sustrato que se usé en
cinéticas posteriores de produccién de conidios y se decidié utilizar 10 g de arroz en los
siguientes ensayos para ambos hongos, ya que se obtuvo mayor rendimiento (caso de M.
anisopliae CP-OAX) y no hay diferencia significativa (o =0.05) en usar 10 o 20 g de

sustrato (caso de |. fumosorosea CNRCB1).

Figura 7.3.1. Crecimiento del hongo I. fumosorosea CNRCB1 en 10 g de arroz (izquierda) y
en 20 g de arroz (derecha).

Figura 7.3.2. Crecimiento del hongo M. anisopliae CP-OAX en 10 g de arroz (izquierda) y en
20 g de arroz (derecha).
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7.4. Efecto del tipo de recipiente en la produccion de conidios.

Este trabajo es parte de una linea de investigacion mas amplia, donde se estudia
la influencia de la composicion atmosférica en los rendimientos de conidios de HE. En
este sentido, se buscan recipientes que permitan analizar (en experimentos posteriores)
la concentracion de CO,. Los cultivos se llevaron a cabo sobre 10 g de arroz (mejores
rendimientos seccién 7.3) y la metodologia se describié en la seccion 6.7. La gréfica 7.4.1
expone los rendimientos obtenidos por I. fumosorosea CNRCB1 con ambas unidades
experimentales (frasco GERBER® y botella serolégica) durante 7 dias de cultivo. Los
rendimientos se incrementaron conforme transcurrié el tiempo alcanzando el mayor
rendimiento en el dia 7 en ambos recipientes; lo que mostré que cuando el cultivo fue
llevado a cabo en frascos el valor promedio de los rendimientos de conidios fue de
1.27X10° conidios/gssi (20% mas) con respecto al obtenido en botellas serolégicas
(1.02X10° conidios/gssi), sin embargo no hubo diferencia significativa entre los

tratamientos (o =0.05).

1.6E+09

1.2E+09 -

1.02E+09
1.0E+09 - [‘}

8.0E+08 1 frascos
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2.0E+08 - _’_I_‘
0.0E+00 ==

0 2 3 4 5 6 7

Rendimiento (conidios/gssi)

Tiempo (dias)

Grafica 7.4.1. Cinéticas de produccion de conidios por I. fumosorosea CNRCB1 en CSS con

frascos y botellas seroldgicas. Se especifican los rendimientos en el dia 7.
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Los rendimientos obtenidos por M. anisopliae CP-OAX se aprecian en la grafica
7.4.2, en donde los mayores rendimientos de conidios se alcanzaron en el dia 6 con
ambas unidades experimentales, logrando un rendimiento de 2.66X10° conidios/gssi
(valor promedio) en frascos (25% mas), mientras que en botellas se obtuvo un
rendimiento de 2X10° conidios/gssi y hubo diferencia significativa entre los tratamientos

con un o =0.05.
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Grafica 7.4.2. Cinéticas de produccién de conidios por M. anisopliae CP-OAX en CSS con
frascos y botellas seroldgicas. Se especifican los rendimientos en el dia de mayor

produccion de conidios (dia 6). Letras diferentes indican diferencia significativa («=0.05).

Considerando las diferencias significativas en los rendimientos de conidios solo M.
anisopliae CP-OAX presentd un incremento en los rendimientos de conidios en los dias 3,
6y 7 cuando el cultivo se llevé a cabo en frascos GERBER®, sin embargo, los perfiles de
rendimientos obtenidos con frasco fueron mas altos que con botella para ambos hongos,
lo que nos dio un indicio de que se pueden obtener mejores rendimientos de conidios con
este recipiente y puede estar asociado a que los frascos tienen un = 5cm (tabla 6.6)
generando una altura del lecho menor (0.5 cm) a la ocasionada en la botella serolégica
(0.7 cm), lo que podria estar reduciendo los espacios en el fondo del recipiente y por
consecuencia limitando el flujo de aire, el espacio de cabeza en las botellas podria estar
ayudando a no limitar el aire pero su diametro de boquilla (Dpoquita = 1.2 cm) no asegura

un adecuado intercambio de gases. Kang y col. (2005) mencionan que cuando la
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aireacion forzada es introducida en un reactor de lecho empacado los rendimientos de
conidios se incrementan, porque el suministro del O, elimina el CO, en el fondo del lecho.
Con base en estos resultados, se decidié emplear frascos GERBER® en las siguientes

cinéticas de produccién de conidios.

En la tabla 7.4 se enlistan rendimientos de conidios reportados por algunos
autores para hongos entomopatoégenos tales como B. bassiana, L. lecanii y M. anisopliae,
en cultivos llevados a cabo sobre sustratos organicos y enriquecidos con fuentes de
nitrégeno y sales; en nuestro proceso de CSS sélo se utilizé arroz precocido sin adicionar
otra fuente nutricional, cabe sefalar que los rendimientos alcanzados en esta
investigacion se encuentran dentro del rango reportado en bibliografia, sin embargo,
algunas diferencias pueden deberse a la especie de hongo entomopatégeno, al tipo de

sustrato, los dias y condiciones a las cuales se llevo a cabo el cultivo, entre otras.

Tabla 7.4. Comparacion de rendimientos de conidios para HE.

Sustrato C Tiempo de Referencia
(conidios/gssi) cultivo
(CIES))
M. anisopliae Arroz precocido 2.66X10° 6 Este trabajo
CP-OAX
I. fumosorosea Arroz precocido 1.27X10° 7 Este trabajo
CNRCB1
M. anisopliae Salvado de arroz 2.3x10" 10 Dorta y col.,
1996
B. bassiana Arroz precocido 1.14X10° 8 Garza-Lopez y col.,
2008
L. lecanii Arroz precocido 1.5X10° 9 Feng y col., 2000
L. lecanii Salvado de arroz 1.4X10’ 9 Feng y col., 2000
B. bassiana Arroz 2.4X10° 8 Yey col., 2006
B. bassiana Salvado trigo- 1.15X10" 14 Nufiez-Gaona y
bagazo cafa col., 2010
B. bassiana Residuo papa- 1.07X10"™° 10 Dalla Santa y col.,
bagazo cafia 2004
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7.5. Produccioén de conidios sin aireacion forzada (aireacion natural) y parametros

de calidad.

Los resultados obtenidos en la seccion 7.3 y 7.4 nos permitieron pensar en la
incorporacién de un material que sea usado como texturizante (lirio acuatico), que evite la
compactacioén del arroz y permita una mejor aireacion. En este sentido, se llevaron a cabo
cultivos en frascos GERBER®, con la metodologia descrita en la seccién 6.8. Los
rendimientos de conidios obtenidos para |. fumosorosea CNRCB1 se muestran en la
grafica 7.5.1. En la cinética de produccion de conidios en arroz (100%) se alcanzé un
mayor rendimiento de 3.33X10° conidios/gssi, por otro lado, cuando el cultivo se llevé a
cabo en una mezcla arroz-lirio (90%-10%) se incrementd el rendimiento de conidios en un
7% (3.58X10° conidios/gssi), sin embargo, cuando el rendimiento es expresado solo por
gramo de arroz el incremento fue del 17%.

b
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OE+09 (90%-10%)
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0.0E+00 e

Tiempo (Dias)

Rendimiento (conidios/gssi)
H

Grafica 7.5.1. Cinéticas de produccién de conidios por |. fumosorosea CNRCB1 en arroz
(100%) y arroz-lirio (90%-10%).
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En el caso de |. fumosorosea CNRCB1, los parametros de calidad de los conidios
cosechados en el dia de mayor produccién de conidios (dia 7) se resumen en la gréfica
7.5.2. Los porcentajes de germinacion fueron superiores al 90% en ambos tratamientos y
no hubo diferencia significativa (o =0.05); en la viabilidad se alcanz6 un porcentaje
alrededor del 70% sin diferencia significativa (o =0.05), mientras que el porcentaje de
hidrofobicidad en arroz fue del 60% y 47% en la mezcla arroz-lirio, lo que representd una
disminucion de esta variable del 22%.
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90 - I
80 -
70 - T

60 - I

50 I Germinacion

HH
_|

40 - O Viabilidad

Porcentaje (%)

30 - Hidrofobicidad
20 -+
10 A

arroz (100%) arroz-lirio (90%-10%)

Tratamiento

Grafica 7.5.2. Germinacion, hidrofobicidad y viabilidad de los conidios de |. fumosorosea
CNRCB1 determinadas en el dia 7. Las letras distintas indican diferencia significativa

(=0.05) para cada variable.
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En la grafica 7.5.3. se muestran los rendimientos obtenidos durante 7 dias de
cultivo para M. anisopliae CP-OAX. El mayor rendimiento se presentdé en el dia 6
(3.69X10° conidios/gssi) al emplear solo arroz, mientras que cuando se adiciond lirio
acudtico éste disminuyé en un 27% (2.70X10° conidios/gssi), si el rendimiento es
expresado solo por gramo de arroz la disminucién representa un 19% (3X10°
conidios/gssi).
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Grafica 7.5.3. Cinética de produccion de conidios por M. anisopliae CP-OAX en arroz (100%)
y arroz-lirio (90%-10%). Se especifican los rendimientos en el dia de mayor produccion

(dia 6). Letras diferentes indican diferencia significativa (a=0.05).

Los parametros de calidad de conidios como la germinacion, la viabilidad y la
hidrofobicidad (gréfica 7.5.4), se determinaron en el dia de mayor produccion de conidios
(dia 6) para ambos tratamientos (arroz 100% vy arroz-lirio 90%-10%), obteniendo un
porcentaje de germinacion alrededor del 90% y no hubo diferencia significativa (o =0.05)
entre los tratamientos. El porcentaje de viabilidad fue del 85% para arroz y 79 % para
arroz-lirio lo que indica una disminucion del 8% cuando se incorpora el lirio; similarmente
la hidrofobicidad fue del 81% para arroz y 31% para arroz-lirio disminuyendo este
parametro en un 61%, para estas dos Ultimas pruebas hubo diferencia significativa con un
o =0.05.
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Grafica 7.5.4. Germinacion, hidrofobicidad y viabilidad de los conidios de M. anisopliae CP-
OAX determinadas en el dia 6. Las letras distintas indican diferencia significativa (a=0.05)

para cada variable.

Se han utilizado otros materiales como texturizantes (viruta de madera, pasto
seco, polipropileno y bagazo de cafa entre otros), en una investigacion que realiz6
Nufiez-Gaona y col. (2010) se estudid la esporulacion de B. bassiana y se usé salvado
de trigo como fuente de carbono y bagazo de cafia (texturizante) en diferentes
proporciones (% peso/peso): 100/0, 70/30, 50/50, 30/70. Se alcanz6 un rendimiento
méximo de 1.15X10° conidios/gssi en el CSS usando salvado de trigo, este rendimiento
disminuyé en orden de magnitud al incrementar el contenido de bagazo de cafia, sin
embargo, cuando el rendimiento se expres6 por gramo de sustrato no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos. Esto indica que el hongo crecid6 y esporuld
preferentemente sobre salvado de trigo, de manera que el bagazo de cafia no representé

ser un texturizante adecuado.

Recientemente se utilizé arroz (sustrato) y lirio acuatico (texturizante) para la
produccién de conidios de B. bassiana en CSS, se emple6 en diferentes proporciones
porcentuales: a) arroz-lirio (90%-10%), se obtuvo un rendimiento del 116% mas
(2.25X10° conidios/gssi) con respecto al arroz como Unico sustrato (1.04X10°
conidios/gssi) y b) arroz-lirio (50%-50%) se alcanzé un rendimiento de 9.83X10°

conidios/gssi, en el cual no hubo diferencia significativa con respecto al obtenido con
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arroz (Montesinos-Matias y col., 2009, resultados no publicados). Es importante
mencionar que estos cultivos fueron enriquecidos con 0.5 g/L de extracto de levadura y
no se realizaron pruebas de calidad de los conidios (H, Vy G).

En esta investigacion el uso del lirio acuatico (texturizante) tuvo un efecto diferente
entre los HE estudiados; para I. fumosorosea CNRCB1 tuvo un resultado positivo en los
rendimientos (17%) ya que este hongo crecié y esporuld preferencialmente sobre una
mezcla de arroz-lirio, asi la incorporacién del lirio acuatico como texturizante permitié
mejorar el proceso al aumentar la porosidad y por lo tanto se favorecid la aireacion,
evitando la compactacion del arroz y proporcionando espacio suficiente para el suministro
de O,, incrementando finalmente el area de contacto (Arzumanov y col., 2005). Se ha
demostrado que cuando se incrementa la altura del lecho en un reactor de lecho
empacado la produccién de conidios disminuye (Dorta y Arcas, 1998), debido a que la
aireacion estd limitada y afecta el crecimiento del hongo, sin embargo, cuando otro
soporte es incorporado al cultivo se disminuyen los problemas de transferencia de O,
(Dortay Arcas, 1998; Kang y col., 2005).

Por otro lado, para M. anisopliae CP-OAX la presencia del lirio acuatico como
texturizante tuvo un efecto negativo, ya que disminuy6 los rendimientos de conidios
(2.7X108 conidios/gssi) en donde se obtuvo 27% menos con respecto al cultivo llevado a
cabo en arroz con un rendimiento de conidios de 3.69X108 conidios/gssi. Una posible
explicacion es la altura del lecho del cultivo de 1.2 cm utilizando 10 g de la mezcla arroz-
lirio que es mayor a la obtenida con arroz (0.5 cm) y con base en los resultados obtenidos
en la seccion 7.3, los rendimientos de conidios disminuyen con una altura del lecho de 1
cm; ademas en un andlisis cualitativo en el crecimiento (figura 7.5) de este hongo sobre
la mezcla arroz-lirio, indicé que M. anisopliae CP-OAX creci6 sobre los granos de arroz y
no sobre el lirio, posiblemente a que no produce enzimas como hemicelulasas y celulasas
que hidrolicen la celulosa y hemicelulosa que se encuentran alrededor del 40% en el lirio
acuatico que se us0 en esta investigacion, de tal manera solo pudo hidrolizar el almidon
presente en el arroz (80-90%); a diferencia del hongo I. fumosorosea CNRCB1 que
invadio los granos de arroz y el lirio (figura 7.5).
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Figura 7.5. Crecimiento de los HE sobre una mezcla de arroz-lirio (90%-10%), a) M.
anisopliae CP-OAX y b) I. fumosorosea CNRCB1. Fotografia tomada en el dia de mayor
produccidén de conidios 6y 7, respectivamente.

Haciendo un analisis de los rendimientos de conidios obtenidos para cada hongo
entomopatdgeno (tabla 7.5), si se calcula el rendimiento por gramo de arroz vemos que
para |. fumosorosea CNRCB1 se obtienen méas conidios (3.97X10° conidios/gssi) en la
mezcla arroz-lirio (90%-10%). Es importante resaltar que bajo estas condiciones se utilizé
menos cantidad de sustrato (9 g de arroz) y, debido a los valores de germinacién (%), se
logré obtener méas conidios vivos por gramo de sustrato sélido inicial (3.69X10° conidios
vivos/gssi), en comparacion al uso de arroz como Unico sustrato. Por otro lado, para M.
anisopliae CP-OAX cuando se cultivd en el medio arroz-lirio se obtuvo un menor
rendimiento de conidios por gramo de arroz (3X10° conidios/gssi), y menos conidios vivos

(2.73X108 conidios vivos/gssi) con respecto a los obtenidos con arroz.

Tabla 7.5. Resumen de rendimientos de conidios para ambos hongos. Letras diferentes

indican diferencia significativa («=0.05).

Tratamiento Rendimiento total Rendimiento por G (%) Conidios

(conidios/gssi) gramo de arroz vivos/gssi

(conidios/gssi)
I. fumosorosea  Arroz (100%)  3.33X10°+9.99X10°A  3.33X10°+9.99X10°A  91.52+2.57A 3.03X10°
CNRCB1

Arroz-Lirio 3.58X10°+9.64X10°B  3.97X10°+1.07X10°B 93.37+1.44A 3.69X10°
(90%-10%)

M. anisopliae Arroz (100%)  3.69X10%+1.08X10°a  3.69X10°+1.08X10a 91.98+1.00a 3.35X10°
CP-OAX

Arroz-Lirio 2.70X10%+1.33X10’b 3X10°+1.48X10"b 91.18+1.70a 2.73X10°
(90%-10%)
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Para el control de calidad de los HE se llevan a cabo pruebas como la
hidrofobicidad, germinacion y viabilidad, estas técnicas se realizan sobre los conidios que
seran aplicados en campo (Berlanga-Padilla, 2006). Estos parametros fueron
determinados en esta investigacion para conocer cémo se afectan al incorporar un
texturizante (lirio acuatico) en el cultivo. Como se puede observar en la grafica 7.5.2 para
I. fumosorosea CNRCB1, sélo el porcentaje de hidrofobicidad se disminuyé con la
presencia del lirio acuatico, los parametros de G y V no se afectaron. Sin embargo, para
M. anisopliae CP-OAX se redujeron los porcentajes de Hy V.

La hidrofobicidad es un factor muy importante que debe ser considerado en la
formulacién de un bioinsecticida, ya que de esto depende que los conidios de los HE se
adhieran a la cuticula de los insectos (Le-Tian y col., 2010). La adhesion de los conidios
a los hospederos se puede dar en dos etapas. Durante la primera participan las
propiedades fisico-quimicas de la superficie de los conidios (como la hidrofobicidad y las
fuerzas electrostaticas), en la segunda, se secretan enzimas y mucilago que consolidan

el ataque y establecen la infeccion (Shah y col., 2007).

Ambos hongos estudiados presentaron un efecto similar con la presencia de lirio
acuatico, una disminucién en el porcentaje de hidrofobicidad, Este efecto pudo deberse a
la composicion del lirio acuético, ya que se ha demostrado que los nutrientes del medio
de cultivo estan relacionados con la hidrofobicidad de los conidios, reportando que el tipo
de sustrato esta correlacionado con la hidrofobicidad (Boucias y Pendland, 1998; Kim y
col., 2010; Rodriguez-Gémez y col., 2009).

7.6. Produccién de conidios con aireacidn forzada (suministro de aire), parametros
de calidad y analisis de respirometria.

Los resultados obtenidos en ésta seccidon para ambos hongos, se muestran en
dos partes y en el siguiente orden: seccion 7.6.1 a) Cinéticas de produccion de conidios
con aireacion forzada, b) Comparacion de los rendimientos obtenidos con y sin aireaciéon
forzada; c) Parametros de calidad de conidios con aireacion forzada; y seccion 7.6.2

Estudios de respirometria (solo para I. fumosorosea CNRCB1).

7.6.1. Produccién de conidios en arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%)
La aireacion es uno de los factores criticos que intervienen en la productividad de
cultivos llevados a cabo sobre soportes solidos, debido a que el suministro de aire

disminuye el calor metabdlico, productos gaseosos y volatiles de la masa fermentada
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(Saucedo-Castafieda y col., 1994). Ademas el O, es necesario en todos los cultivos
aerobios e influye directamente en el crecimiento y esporulacion (Sarrafzadeh y
Navarro, 2006), y es conocido que los HE pueden llevar a cabo con éxito estos procesos
con aireacion forzada en cultivos en pequefia escala (Jenkis y col., 1998), en cultivo
sélido se recomienda para mantener las condiciones de aireacion, eliminar el CO,, para
regular la temperatura en el sustrato y para regular los niveles de humedad (Raimbault,
1998).

Con base en los resultados mostrados en las secciones 7.3, 7.4 y 7.5 surgio6 el
interés por determinar los rendimientos de conidios con aireacion forzada constante
durante el tiempo de cultivo (7 dias), asi como determinar la tasa maxima especifica de
produccién de CO; (ucoz) Y fase lag de los hongos I. fumosorosea CNRCB1 y M.
anisopliae CP-OAX (metodologia descrita en la seccién 6.9) cuando crecen sobre arroz
(100%) y arroz-lirio (90%-10%). Las cinéticas de produccion de conidios con aireaciéon
forzada se muestran en la gréafica 7.6.1.1 para |. fumosorosea CNRCB1, los rendimientos
de conidios fueron incrementando en el transcurso del tiempo (7 dias de cultivo) logrando
un rendimiento de 1.98X10° conidios/gssi en la mezcla arroz-lirio que fue 64% mayor al
obtenido en arroz de 7.15X10° conidios/gssi, lo que marco una diferencia significativa

(«=0.05) entre los tratamientos.
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Grafica 7.6.1.1. Cinéticas de produccién de conidios con aireacion forzada por I.
fumosorosea CNRCBL1 en arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%). Letras diferentes indican

diferencia significativa (=0.05).
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La gréfica 7.6.1.2 resume los rendimientos de conidios alcanzados en el dia 7, con
y sin aireacion forzada para |. fumosorosea CNRCB1, tales valores de rendimientos
fueron tomados de los graficos 7.5.1y 7.6.1.1.

Cuando el hongo crecié sobre arroz y aireacién forzada constante el rendimiento
de conidios obtenido fue menor (7.15X10°® conidios/gssi) al alcanzado sin aireacion
forzada (3.33X10° conidios/gssi); por otro lado, un efecto similar se observé cuando se
cultivé el hongo sobre la mezcla arroz-lirio ya que se alcanzé un rendimiento menor
(1.98X10° conidios/gssi) con aireacion forzada a diferencia del obtenido sin aireacion
forzada (3.58X10° conidios/gssi). Por otra parte, sin aireacién forzada el lirio acuético
incrementa los rendimientos de conidios en un 7%, mientras que con aireacion forzada
constante este efecto se incrementa en un 64%.
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Grafica 7.6.1.2. Rendimientos de conidios obtenidos con y sin aireacion forzada por I.
fumosorosea CNRCBL1 en el dia de mayor produccion de conidios (dia 7), creciendo sobre
arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%). Letras diferentes indican diferencia significativa

(2=0.05).
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El efecto de la aireacion forzada en los parametros de calidad para |. fumosorosea
CNRCBL1 se muestran en la gréfica 7.6.1.3. En este caso, se obtuvo un porcentaje de
germinacion cercano al 90% en ambos tratamientos, sin presentar diferencia significativa
(o =0.05) entre ellos. Tampoco se presentaron diferencias significativas (o =0.05) en los
porcentajes de viabilidad (los cuales oscilan entre 50 y 60%) entre los tratamientos, sin
embargo, el porcentaje de hidrofobicidad fue significativamente menor en la mezcla arroz-

lirio (41.80%) con respecto al obtenido solo con arroz (54.57%).

100 ~ =
90 - I I Germinacion

80 - O Viabilidad

70 - Hidrofobicidad

—
——

40 -

Porcentaje (%)

30 +
20 -
10

arroz (100%) arroz-lirio (90%-10%)

Tratamiento

Gréafica 7.6.1.3. Parametros de calidad de los conidios de I. fumosorosea CNRCB1 con
aireacion forzada, cosechados en el dia 7. Letras diferentes indican diferencia significativa

(«=0.05) para cada variable de calidad.
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La grafica 7.6.1.4 muestra las cinéticas de produccién de conidios con aireacién
forzada para el hongo M. anisopliae CP-OAX. Considerando los valores promedio de los
rendimientos se presentd un incremento del 4% en el rendimiento (1.08X10°
conidios/gssi) con arroz en el dia 6 (dia de mayor produccién de conidios), a diferencia
del logrado en la mezcla arroz-lirio con un valor de 9.45X10" conidios/gssi y no hubo

diferencia significativa (oo =0.05%) en los tratamientos.

a
~ 1.08E+08
1.2E+08 arroz(100%)

:[9.45E+07

1.0E+08 - Oarroz-lirio

(90%-10%)
8.0E407 - I [ I}
6.0E+07 - I
4

4.0E+07 -~

Rendimiento (conidios/gssi)

2.0E+07

0.0E+00 — I8

Tiempo (Dias)

Gréfica 7.6.1.4. Cinéticas de produccion de conidios con aireacion forzada por M. anisopliae
CP-OAX en arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%). Se especifican los rendimientos en el dia 6.

Letras iguales indican que no hubo diferencia significativa (a=0.05).

Los rendimientos de conidos obtenidos en el dia de mayor produccién (dia 6) con
y sin aireacion forzada para M. anisopliae CP-OAX se resumen en la grafica 7.6.1.5, los
valores de rendimientos fueron tomados de las graficas 7.5.3y 7.6.1.4.

Cuando el hongo creci6 sobre arroz y aireacion forzada se alcanz6 un rendimiento
menor (1.08X108 conidios/gssi) con respecto al logrado sin aireacién forzada (3.29X10°
conidios/gssi). De manera similar, cuando el hongo se cultivd sobre una mezcla de arroz-
lirio el rendimiento de conidios obtenido con aireacién forzada fue menor (9.45X10’

conidios/gssi) al conseguido sin aireacion forzada (2.03X108 conidios/gssi). Por otro lado,
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sin aireacion forzada el lirio acuatico disminuye el rendimiento de conidios en un 38%,

mientras que la aireacion forzada constante disminuye este efecto en un 12.5%.

4.0E+08 -
sin aireacion

3.5E+08 - 3.29E+08 forzada

3.0E+08 - O con aireacion

forzada
2.5E+08 -

2.03f+08
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T
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Rendimiento (conidios/gssi)
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arroz (100%) arroz-lirio (90%-10%)
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Grafica 7.6.1.5. Rendimientos de conidios obtenidos con y sin aireacion forzada por M.
anisopliae CP-OAX en el dia de mayor produccion de conidios (dia 6), creciendo sobre arroz

(100%) y arroz-lirio (90%-10%). Letras diferentes indican diferencia significativa (a=0.05).

La gréfica 7.6.1.6 muestra los parametros de calidad de los conidios de M.
anisopliae CP-OAX cosechados en el dia de mayor produccion de conidios (dia 6) con
aireacion forzada. El porcentaje de germinacion es cercano al 90% en ambos
tratamientos. Los porcentajes de viabilidad fueron muy bajos en los tratamientos; 5% para
arroz y 16% para la mezcla arroz-lirio. Los porcentajes de hidrofobicidad mostraron
diferencia significativa (o« =0.05) siendo mayor en arroz con un porcentaje del 549%,
mientras que el obtenido en arroz-lirio fue del 14%.
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Grafica 7.6.1.6. Pardmetros de calidad de los conidios de M. anisopliae CP-OAX con
aireacién forzada, cosechados en el dia de mayor producciéon de conidios (dia 6). Letras

diferentes indican diferencia significativa (a=0.05) para cada variable de calidad.

En esta investigacion, el suministro de aireacidn forzada constante tuvo un efecto
perjudicial, afectando directamente los rendimientos y parametros de calidad de los
conidios cosechados en el dia de mayor produccion para ambos hongos
entomopatogenos (dia 7 para |. fumosorosea CRCB1 y dia 6 para M. anisopliae CP-
OAX), estos resultados coinciden con los reportados por Arzumanov y col., 2005, que
realizaron cultivos soélidos de M. anisopliae var. acridum usando una mezcla de
arroz/bagazo de cafia como sustrato, no recomiendan el uso de aireacion forzada ya que
los rendimientos se disminuyen, se suguiere el uso de flujos muy bajos o bien no
suministrar aireacion forzada para asegurar los niveles de esporulacion. Por otro lado,
nuestros resultados fueron contrarios a los reportados por otros autores como Kang y
col. (2005) en donde mencionan que cuando la aireacién forzada es suministrada en un
cultivo de lecho empacado, los rendimientos de conidios incrementan para el hongo
Beauveria bassiana en cultivo en medio sélido, también Jenkis y col.,, 1998 la
recomiendan debido a que mejora los rendimientos de conidios en HE y acelera el
proceso de conidiacion y Dorta y Arcas 1998, mejoraron los rendimientos de conidios en

M. anisopliae en cultivo solido.
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Por otro lado, el incremento en el rendimiento de conidios que presento el hongo |.
fumosorosea CNRCB1 con lirio acuético concuerda con otras investigaciones en donde
se reporta que la incorporacion de otro material en el medio de cultivo, como la espuma
de poliuretano (Kang y col., 2005) y lirio acuatico (Montesinos-Matias y col., 2009,
resultados no publicados), mejoran los rendimientos de conidios. El efecto del lirio fue
reproducible con los resultados encontrados cuando los cultivos se llevaron a cabo en la
mezcla arroz-lirio pero sin aireacion forzada (seccion 7.5, gréficas 7.5.1 y 7.5.3), aunque
la magnitud de los rendimientos no fue la misma entre los tratamientos con y sin aireacion
forzada.

Una posible respuesta a los bajos rendimientos obtenidos con aireacién forzada
es que la aireacidon puede inducir reacciones metabdlicas, ya sea por estrés hidrico,
estrés por calor o cambios en la temperatura (Raimbault y col., 1998). Por otro lado,
Arzumanov y col., 2005 reporté que durante el proceso de conidiacion de M. anisopliae
var. acridum se requiere de una minima demanda de oxigeno, ya que un exceso de la
misma genera un lento crecimiento y por lo tanto una disminucién en los rendimientos de
conidios. Con base en lo anterior, en los cultivos de los HE M. anisopliae CP-OAX e I.
fumosorosea CNRCB1 hubo una modificacion de la humedad del cultivo a través del
tiempo. En las tablas 7.6.1 y 7.6.2 se muestran los valores de humedad medidos en el
tiempo inicial y final de las cinéticas para ambos HE, en donde se incrementaron los
porcentajes de humedad siendo mayores en el tiempo final (dia 7) comparando con los
del tiempo inicial (dia 0); la modificacion de la humedad pudo ser a consecuencia del
suministro de aire himedo a los reactores de charolas y como respuesta los rendimientos
disminuyeron; Nufiez-Gaona y col. (2010) mostraron que los rendimientos de conidios
disminuyen conforme se incrementa el porcentaje de humedad, utilizando salvado de

trigo (sustrato) y bagazo de cafia (texturizante) en cultivo sélido para Beauveria bassiana.

Tabla 7.6.1. Porcentajes de humedad (%h) y actividad de agua (a,) de los cultivos sélidos
con aireacion forzada de |. fumosorosea CNRCB1.

Medio de CultiVO hini(:ial (%) hfinal (%) aWinicial aWfinal
Arroz (100%) 41.42+0.26 43.97+0.31 .998 .997
Arroz-Lirio 38.70+0.14 42.03+0.28 .995 .996

(90%-10%)
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Tabla 7.6.2. Porcentajes de humedad (%h) y actividad de agua (a,) de los cultivos sélidos

con aireacion forzada de M. anisopliae CP-OAX.

Medio de cultivo hinicial (%) hfinal (%) Quinicial Aufinal
Arroz (100%) 39.03+0.37 42.15+0.15 .997 .996
Arroz-lirio 37.45+0.16 41.89+0.20 .998 .996

(90%-10%)

Con base en los valores de a, medidos en el tiempo inicial y final, hubo una
disminucion muy ligera de este parametro al final del cultivo y no es muy distinto al inicial,
por lo gue no se puede saber que paso durante la cinética, sin embargo, hay reportes que
mencionan efectos ocasionados por una disminucién de a,,. La reduccion de a,, tiene un
marcado efecto sobre el crecimiento microbiano. Generalmente, una reduccién en a,
aumenta la fase lag de un organismo, disminuye la tasa especifica de crecimiento hasta
gue el crecimiento cesa y genera una baja cantidad de biomasa (Raimbault y col.,
1998). La a, 6ptima para el crecimiento de un namero limitado de hongos usados en los
procesos de CSS es de 0.96 como minimo, donde la a, requerida para el crecimiento
minimo es generalmente mas grande que 0.9. El mantenimiento de la a, para el 6ptimo
crecimiento permite a la biomasa fangica crecer sin necesidad de esporular. Por otro
lado, se ha encontrado en agentes de control biolégico que a valores altos de a,= 0.96
hay una rapida germinacion en un rango de temperatura de 15 a 35 °C (Dagno y col.,
2010).

7.6.2 Estudios de respirometria.

La evolucion de CO, puede ser usada como una medicion indirecta del
crecimiento del microorganismo (Cruz-Coérdova y col., 1999; Saucedo-Castafieda y
col., 1994). Desafortunadamente las mediciones de biomasa en linea son todavia
dificiles de determinar, a pesar de esto se han desarrollado procesos de monitoreo de
CO;, y de O, en los gases de salida, que pueden proporcionarnos una adecuada
informacién sobre el estado fisiolégico del CSS (Saucedo-Castafieda y col., 1994). Los
perfiles de evolucién del CO, en cultivo solido para |. fumosorosea CNRCB1 mostraron
diferencias cuando se utilizé arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%), y se muestran en la

grafica 7.6.2.1. Se alcanz6 una maxima velocidad de producciéon de CO, de 1.16 mg
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COy/h*gmsi a las 57.9 horas del cultivo sobre la mezcla arroz-lirio, mientras que en arroz

la maxima velocidad de produccion de CO; fue de 0.59 mg CO./h*gmsi a las 60 horas.

1.2
arroz-lirio (90%-10%)

1.0 = arroz (100%)
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04 - \h"
el PR
0.2 -
0.0 = |
0 50 100 150

Velocidad de produccién de CO,
(mg CO,/h*gmsi)

Tiempo (h)

Grafica 7.6.2.1. Perfiles de velocidad de produccion de CO, por I. fumosorosea CNRCB1 en
arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%) durante 7 dias de cultivo.

Los resultados de las gréaficas 7.6.2.2 A y B, corresponden a los perfiles de velocidad
de produccion de CO, y se muestran junto con la cinética de produccion de conidios
obtenida con los tratamientos arroz y arroz-lirio en cada caso. En la gréfica 7.6.2.2 A
(arroz 100%) se observé que inicialmente la fase de crecimiento acelerado se presenta
en las primeras 60 horas del cultivo en donde hay crecimiento vegetativo (produccion de
micelio) alcanzando una tasa maxima de produccion de CO, a las 60 horas, después
hubo una disminucién en la tasa de producciéon de CO, desacelerando paulatinamente
hasta las 168 horas del cultivo, sin embargo, los rendimientos de conidios comienzan a
incrementar a las 72 horas que corresponde cuando la tasa de produccion de CO, esta
desacelerando. Cuando el cultivo se llevé a cabo en arroz-lirio, grafica 7.6.2.2. B, ocurrio
un comportamiento similar con arroz, en las primeras horas se presenté la fase de
crecimiento acelerado hasta tener una tasa maxima de produccion de CO, a las 57.9

horas, después de esa fase la tasa de produccion de CO, fue disminuyendo.
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Gréfica 7.6.2.2. Evolucion de CO, y rendimiento de conidios de I. fumosorosea CNRCB1,;

tasa de produccién de CO, ( )y rendimiento de conidios ().

La disminucién en la tasa de produccion de CO, puede estar asociada a la
diferenciacién celular del hongo (conidiacion), ya que a partir de las 72 horas se
incrementa la conidiacion, de hecho los rendimientos de conidios aumentan a través del
tiempo conforme se disminuye la velocidad de produccién de CO,; durante la
diferenciacién celular el hongo deja de formar micelio e inicia la conidiacién (Aguirre y
col., 2005). La mayor tasa de produccién de CO, obtenida a las 60 horas del cultivo con
la mezcla arroz-lirio puede explicarse por una mayor produccién de micelio aéreo durante
las primeras horas del cultivo. Rahardjo y col. (2001) reportan que las hifas aéreas son
de gran importancia en la respiracion del hongo, debido a que no hay limitacion de

oxigeno porque la difusividad del oxigeno es suficientemente alta.

En la tabla 7.6.2.1 se resumen los parametros de crecimiento obtenidos para |I.
fumosorosea CNRCB1 cuando crece sobre arroz y arroz-lirio durante el tiempo de cultivo
(7 dias), tales parametros se derivan del analisis de los datos de respirometria (evoluciéon
de CO; en la grafica 7.6.2.1) y se explica como se obtuvieron en el anexo 11.3.
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Tabla 7.6.2.1. Parametros de crecimiento para l. fumosorosea CNRCBL1 con aireacion

forzada.
Medio de cultivo Tasa de produccién Fase pcoe  Produccion total de
de CO, (1/h"%) CO,
(mg CO,/h*gmsi) (mg CO,/gmsi)
arroz 0.59 204 0.081 58.18
(100%)
arroz-lirio 1.16 19.9 0.075 93.95
(90%-10%)

Los valores de uco, encontrados en esta investigacion son diferentes a los valores
reportados por otros autores (tabla 7.6.2.2) para hongos entomopatdgenos utilizando el
andlisis de respirometria para calcular este parametro, es importante sefialar que pcoz €s

intrinseca de cada microorganismo y varia dependiendo del sustrato en que crezca.

Tabla 7.6.2.2. Valores de uco, para HE en CSS, reportados por otros autores.

Hongo pcoz (1/h) Sustrato Referencia
B. bassiana 0.07 Glucosa Rodriguez-Gémez (2009)
B. bassiana 885.2 0.04 Glucosa Rodriguez-Gémez (2009)
L. lecanii 0.04 Cuticulay sacarosa Barranco-Florido (2004)
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8. Conclusiones.
Con el método de conservaciéon (agua desionizada estéril), se alcanz6 una viabilidad del
81% a 6 meses de conservacion para el hongo Isaria fumosorosea CNRCB1, mientras

que para Metarhizium anisopliae CP-OAX se suguiere otro método de conservacion.

Un incremento en la altura del lecho de 1 cm (20 g de arroz), disminuy6 los rendimientos

de conidios para los hongos M. anisopliae CP-OAX e I. fumosorosea CNRCB1.

La geometria de la botella serologica (&) disminuyé los rendimientos de conidios para
los hongos M. anisopliae CP-OAX e |. fumosorosea CNRCB1, debido a que aumento la

altura del lecho.

El lirio acuatico puede ser utilizado como texturizante para el hongo |. fumosorosea
CNRCBL1 sin aireacion forzada, puesto que, al mezclarlo con arroz, se obtuvo un mayor
rendimiento de conidios, sin alterar los parametros de calidad de V y G. En contraste a lo
anterior, para M. anisopliae CP-OAX al incluir el lirio en el medio de cultivo los

rendimientos de conidios disminuyen asi como los parametros de calidad Hy V.

La aireacion forzada constante repercutié negativamente en los rendimientos de conidios,
asi como en los pardmetros de calidad para ambos hongos entomopatégenos M.
anisopliae CP-OAX e I. fumosorosea CNRCBL1.

9. Perspectivas.

A continuacion se enlistan algunas perspectivas que surgen del presente trabajo:

Probar otros métodos de conservacion para M. anisopliae CP-OAX, tales como la

liofilizacion, nitrégeno liquido o desecacidn en cristales de silice.

Realizar bioensayos para ambos hongos entomopatdgenos con su hospedero

correspondiente, y determinar los parametros de virulencia.

Hacer analisis de respirometria para el hongo M. anisopliae CP-OAX, con los medios de
cultivo arroz (100%) y arroz-lirio (90%-10%).

Realizar cinéticas de produccion de conidios con aireacion forzada, utilizando un flujo de
aire mas bajo y sin aire saturado.
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Anexo

11. Anexo.
11.1. Cédula de identificacion del lirio acuatico (Eichhornia crassipes).

El lirio acuatico utilizado en ésta investigacion fue proporcionado por el Dr. Ernesto
Favela Torres, de la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa, en las tablas
11.1.1, 11.1.2 y 11.1.3 se muestran las caracteristicas del lirio con nimero de lote
FONCICYT/XOC/130609.

Tabla 11.1.1. Perfil general del cuerpo de agua de donde se obtuvo el lirio acuatico.

Nombre del cuerpodeagua ...

e GANGlES de Xochimile,

Tabla 11.1.3. Descripcién general de la cosecha y procesamiento del lote.
L ST o = |-

e | e SolcryHornorok:iono
Pulverizado : Mecdanico

s ——— i veces]
Fecha del procesamiento i 11 julic 09
Material Obtenido 11 kg de Fibra de lirio

El lirio se tamiz6 en las mallas del No. 6, 7, 10, 16 y 20, colocadas en el siguiente orden:
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Tamiz Tamario de particula

3.35mm

7 88 mm

2 mm

1.19 mm

No 20 0.80 mm

Residuos

Se utilizé el lirio retenido en la malla 10, ya que se considerd tomar el mismo tamafio de

particula que el arroz.

11.2. Célculos de flujo de aire constante para CSS.

Para determinar el flujo a utilizar en nuestros experimentos con aireacion forzada
(metodologia descrita en la seccion 6.9), se consideraron algunos flujos y la maxima
produccién de CO,, reportada para algunos hongos entomopatégenos (tabla 11.2).

Tabla 11.2. Flujos de aire y produccion de CO,, reportada para algunos HE.

Produccion de

Hongo Flujo co, Referencia
M. anisopliae cm3 Tlecuitl-Beristain
20— -
CP-OAX seg Pulsos ¢/24h (2010)
mlL aire co2
M. anisopliae 034 ——— Constante 185 mg-ve Dorta (1996)
h X gssi h
Verticillium ml aire mg CO2 Barranco-Florido
.. 43 —— Constante 23 ———
lecanii min X gmh h X gssi (2002)

Se tom6 como punto de partida el flujo de aire reportado por Barranco-Florido (2002) y

la cantidad de soporte himedo utilizado en nuestra investigacion.

X 297 gmh = 127.71 -

mL aire ) mL aire
min

Flujo de aire = (0.43 -
min.X gmh

Posteriormente, se calculo el flujo de CO, que puede llegar a producir un hongo,
considerando la maxima produccion de CO, reportada por Barranco-Florido (2002) y los

gramos de soporte seco utilizados en nuestra investigacion.

mg CO2

) mg CO2 ]
Flujo de CO2 = (2.3 —S) X 180gssi = 414 h

h X gssi
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mg C0O2 1h 1mL mL CO2
= (114 =57 (Gomam) " ) i

h 60min) \T.emg coz) = *31%° —in

Finalmente, se calculo una relacién de flujos para saber cuantas veces el flujo de aire

desplazara el CO, producido por el hongo.

flujo de aire 127.71 mL aire e mL aire
Relacion - = min_ _ 796 ———
ujo de m
fl de CO2 43125mL co2 LCO2
) min

11.3. Anélisis de respirometria.

Los parametros de crecimiento (méxima produccion de CO, y fase lag) para el hongo |I.
fumosorosea CNRCB1, fueron tomados de la gréafica 11.2 la cual muestra la produccién
de CO, con respecto al tiempo, para arroz se alcanzé una maxima producciéon de CO, de
58.18 mg CO./gssi, mientras que para la mezcla arroz-lirio se obtuvo de 93.95 mg
CO,/gssi. Los valores de fase lag fueron de 20 horas para arroz y de 19.9 horas para la

mezcla arroz-lirio

100 .
arroz-lirio

= 90 (90%-10%)
£
{: 80 = arroz (100%)
8 70
£ 60
o' 50
O
S 40
S
E 30
3 20
e
a 10

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (h)

Gréfica 11.2. Produccion de CO, para el hongo I. fumosorosea CNRCB1
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