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RESUMEN

Las plagas son la causa de enormes pérdidas econOmicas en cultivos de
importancia agricola y agropecuaria; como es sabido, la proteccién y cuidado de las
cosechas se basa en gran parte en el uso de insecticidas quimicos. La busqueda
de estrategias, técnicas y métodos que incrementan la productividad agricola y
mantengan el equilibrio ecoldgico sin agredir los ecosistemas ni arriesgar la salud
humana, constituye un gran reto para la agricultura y el desarrollo sustentable. En
este sentido, el estudio de los hongos entomopatégenos como Isaria fumosorosea
y Metarhizium anisopliae que son utilizados como agentes de control biolégico de
insectos plaga representa una valiosa alternativa en la proteccién del ambiente y en
el equilibrio de la flora y la fauna.

Al respecto, los conidios son las unidades infectivas mas importantes en los hongos
entomopatégenos y la técnica mas utilizada para su produccién es el cultivo en
soporte soélido. En esta investigacion se evalué la porosidad del lecho de empaque
modificada por la incorporacion de lirio acuatico (agente texturizante) mezclado con
arroz sobre la produccion, calidad e infectividad de los conidios producidos por tres
cepas de hongos entomopatdogenos en cultivos soélidos. Se encontré que la
produccién de los conidios es inherente de la cepa utilizada, ademas, existe un
intervalo de porosidad en el cual se incrementé el rendimiento. A su vez, la calidad
de los conidios determinada por su viabilidad y germinacion no se modificé. De la
misma manera, la infectividad de los conidios evaluada a nivel laboratorio con
insectos modelo, no se alter6. También, se realiz6 un estudio respirométrico
(cuantificacion de la produccién de CO,) con la finalidad de estimar indirectamente
la tasa de respiracibn maxima (Rmax) como la asociada a mantenimiento (Re) y
correlacionarlas con la produccién de conidios.

Se comprobd que el lirio acuatico puede ser utilizado como un texturizante en
cultivos sélidos, ya que modifica la porosidad (¢) del lecho, sin ser utilizado como
nutriente por los hongos entomopatdgenos estudiados. Por eso, la porosidad es un
parametro que debe considerarse, ya que a partir de este es posible incrementar la
produccion de conidios, considerando que existen valores 0ptimos para ello, aparte
la calidad e infectividad de los conidios no se vio afectada. Por otra parte, la
porosidad es una variable que debe considerarse en la optimizacion de la
produccién de conidios ya que modifica tanto la tasa de respiracion maxima, como
la asociada a mantenimiento.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

El empleo de plaguicidas quimicos no siempre es la mejor estrategia para
combatir una plaga especifica debido a que frecuentemente esta asociado a efectos
negativos en el medio ambiente. El control biolégico es un método que emplea
organismos vivos como los hongos entomopatdégenos, para reducir la densidad de
la poblacion de insectos considerados plaga (De Faria y Wraight, 2007). Los
hongos entomopatégenos son microorganismos capaces de infectar y provocar
enfermedades en insectos causandoles finalmente la muerte, dentro de los mas
utilizados para el control biol6gico encontramos a Isaria fumosorosea y Metarhizium
anisopliae que tienen un amplio rango de hospederos que pueden infectar (Glare,
2004). Para que sean utilizados como agentes de control es importante producir una
unidad infectiva como los conidios aéreos, los cuales preferentemente son
producidos por cultivo en soporte sélido (CSS) (Ye at al., 2006). Se ha demostrado
gue uno de los factores que puede limitar el crecimiento de los hongos en CSS es
el empaquetamiento del sustrato, se han utilizado materiales denominados
texturizantes que incrementan la porosidad del medio, evitan la compactacion del
sustrato, se incrementa el area de contacto sustrato-microorganismo y se favorece
el intercambio gaseoso (Dorta y Arcas, 1998; Nufiez-Gaona et al., 2010; Kang et
al., 2005).

El consumo de oxigeno (O,) y la liberacién de dioxido de carbono (CO;) son
resultados de la respiracion, proceso metabdlico mediante el cual los
microorganismos aerobios obtienen energia para su crecimiento (Raimbault, 1998).
La cuantificacién del CO, y O, pueden ser usadas como estimar de forma indirecta
el crecimiento de los microorganismos (Cruz-Coérdova et al., 1999; Saucedo-
Castafieda et al., 1994). Para ello se utilizan equipos denominados respirometros

gue facilitan la cuantificacion y monitoreo de los gases en la salida de los reactores,
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de tal manera que proporciona informacion sobre el estado fisioldgico del hongo en

cultivo sobre soporte sélido (Saucedo-Castafieda et al., 1994).

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) es considerada una maleza debido al
impacto ambiental negativo que ocasiona su presencia en diferentes cuerpos de
agua (Villamagnay Purphy, 2010). Por otro lado, el lirio acuético tiene aplicaciones
como fertilizante, forraje, en la elaboracién de artesanias, en la produccién de
biogéas, para la atencion de derrames petroleros y en el reciclaje de sustancias
organicas o industriales. Del lirio acuatico se puede obtener una fibra que podria
utilizarse en CSS y que actualmente no hay reportes de su uso como texturizante

para la produccién de conidios de hongos entomopatégenos.

Ademas de realizar estudios sobre produccion de conidios aéreos es
importante determinar su calidad (viabilidad y germinacion); la viabilidad es la
medida de la cantidad de estructuras (conidios) que tengan la capacidad de
germinar y formar una colonia nueva, expresada en porcentaje (Borman et al.,
2006), por otro lado, la germinacién es la emergencia del tubo germinativo a partir
de un conidio. Se considera un conidio germinado, cuando el tamafo del tubo

germinativo es mayor al ancho del conidio (Ibrahim et al., 2002).

El objetivo de este trabajo fue evaluar diferentes proporciones de arroz y lirio
acuatico sobre la produccion y calidad de los conidios obtenidos, de dos cepas de
Isaria fumosorosea y una cepa de Metarhizium anisopliae en cultivo sobre soporte

sélido
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2 Antecedentes

En trabajos de investigacion, se ha reportado el uso de materiales para la
produccion de conidios de HE, estos materiales denominados “texturizantes”
modifican la porosidad del lecho, de modo que se favorece el intercambio gaseoso;
Kang et al. (2005) reportaron la producciéon 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 aireaciéon
forzada. Entre los resultados que se obtuvieron destaca que al incrementar la altura
del lecho los rendimientos de conidios disminuyen, aunque los problemas pueden
ser reducidos con aireacion forzada y por la adicion de la espuma de polipropileno

(texturizante).

Por su parte, Arzumanov et al., (2005) realizaron varios experimentos para
encontrar las condiciones 6ptimas de aireacion y humedad para la conidiacion de
Metarhizium anisopliae en cultivo sobre soporte sélido. El cultivo fue realizado en
birreactores de columna utilizando arroz (sustrato) y bagazo de cafa (texturizante)
en una proporcion 50 % (peso/peso). Las conclusiones de los resultados obtenidos
fueron: 1) la aireacion forzada no es crucial para la conidiacion de M. anisopliae (la
conidiacion no incrementa al incrementar la aireacion), 2) los cambios en el
contenido de humedad afectan la conidiacion, el 6ptimo fue del 57-58 %, 3) no se

encontro relacion entre los factores estudiados.

Por otro lado, para estudiar el efecto de la humedad y el tamafio de inéculo
en la esporulacion de Beauveria bassiana, Nufiez-Gaona et al. (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 inéculo

(1x108, 6x10°8 y 5x107 conidios/gss), con una temperatura de incubacién de 28°C.

1
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Se alcanz6 un rendimiento maximo de 1.18x10%° conidios/gss en el CSS usando
salvado de trigo con 66% de humedad y actividad de agua de 1 (ay =1); este
rendimiento disminuye en un O6rden de magnitud al incrementar el contenido de
humedad o con la adicion de bagazo de cafia. Por otro lado, en CSS usando salvado
de trigo (66% humedad), se determind el tiempo para obtener un rendimiento de
1x10%° conidios/gss, que se conoce como tig, que puede predecirse usando un
modelo considerando el tamafio de in6culo y rendimientos maximos. De esta
manera, el t1p fue de 285 h con un inéculo de 1x108 conidios/gss, sin embargo, el t1o
disminuye a 232 h y 148 h para un in6culo de 7x10% y 5x107 conidios/gss,

respectivamente.

En un trabajo previo se utilizé arroz (sustrato) y lirio acuatico (texturizante)
para la produccién 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 Unico sustrato (1.04x10° conidios/gssi). Cuando se usa una mezcla
de arroz-lirio (50%-50%) el rendimiento de conidios es significativamente distinto, al
gue se obtiene solo con arroz (9.83x108 conidios/gssi) (Montesinos-Matias et al.,

2009, resultados no publicados).
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3 Revision bibliografica

En este trabajo se presenta una breve revision bibliografica sobre el uso de hongos
entomopatégenos como agentes de control biolégico de plagas agricolas. Los
aspectos revisados incluyen los mecanismos de accion (ciclo infectivo) de los
hongos entomopatégenos, métodos de produccién, asi como la importancia de

evaluar la calidad de los conidios obtenidos.

3.1 Control bioldgico

El control bioldgico es una actividad agricola en tendencia creciente que busca
la destruccién parcial de patdgenos e insectos considerados plaga, frecuentemente
mediante el uso de sus enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004). Existen
innumerables articulos y reportes sobre la utlizacion de microorganismos
entomopatégenos, que por su capacidad de producir enfermedad y muerte en
insectos, son utilizados como agentes de control biolégico (Tanada y Kaya, 1993;
Glare, 2004; Jackson et al., 2010). De los diferentes microorganismos empleados,
los hongos entomopatdégenos tienen mecanismos de invasion unicos que les
permiten atravesar de forma directa la cuticula o la pared del tracto digestivo de los
insectos, lo que los hace excelentes agentes de control bioldgico actuando como
insecticidas de contacto (Charnley y Collins, 2007). Los insectos, por su parte,
tienen mecanismos de defensa contra las agresiones de los entomopatdégenos, que
involucran barreras fisicas, defensas humorales, defensas celulares y de

comportamiento social (Marmaras et al., 1996).

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. El uso de hongos entomopatdgenos para la
disminucion de tales insectos constituye, por lo tanto, una estrategia importante de

control, siendo muchos los hongos mencionados en diversos estudios que se usan
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para este propoésito (Vega et al., 2012). Hongos como Beauveria spp., Metarhizium
anisopliae, Lecanicillium (Verticillium) lecanii y Paecilomyces (Isaria) sp., son
comunes en el campo, y de ellos existen productos comercialmente disponibles (De
Faria y Wraight, 2007). Estos hongos tienen un amplio rango de hospederos y han
sido utilizados para controlar diversas plagas en diferentes lugares (Glare 2004). La
mayoria de las especies de hongos entomopatégenos son producidas en medios
sélidos, donde el hongo crece como micelio superficial y produce conidios en hifas
aéreas (Deshpande 1999). Existen reportes sobre la optimizacion de medios de
cultivo y técnicas de produccion que permitan obtener productos con alta efectividad
(Moura-Mascarin et al., 2010; Gao y Liu, 2010).

3.2 Mecanismo de accion de los hongos entomopatégenos

Hasta el momento se han descrito mas de 750 especies de hongos
entomopatégenos y el aislamiento de nuevas cepas. Dentro de los mas utilizados a
nivel mundial se encuentran Metarhizium anisopliae (33.9%), Beauveria bassiana
(33.9%), Isaria fumosorosea (antes Paecilomyces fumosoroseus) (5.8%) vy
Beauveria brongniartii (4.1%) (De Faria y Wraight, 2007). El desarrollo de la
enfermedad en el insecto esta dividido en tres fases: (a) adhesion y germinacion de
los conidios en la cuticula del insecto, (b) penetracion del conidio en el hemocele y
(c) desarrollo del hongo, que generalmente resulta en la muerte del insecto (Figura
3.2.1).

3.2.1 Adhesion del conidio a la cuticula del hospedero y germinacion del conidio

El primer contacto entre el hongo entomopatdgeno y el insecto sucede
cuando el conidio del primero se adhiere en la superficie de este ultimo. El proceso
de adhesion ocurre en tres etapas sucesivas: adsorcion del conidio a la superficie
mediante el reconocimiento de receptores especificos de naturaleza glicoproteica
en el insecto, la adhesion o consolidacion de la interfase entre el conidio

pregerminado y la epicuticula; y finalmente, la germinacion y desarrollo hasta la
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formacion del apresorio para comenzar la fase de penetracién (Tanada y Kaya,
1993; Pedrini et al., 2007).

Barreras de penetracion
Unién y
Barrera protectora activacion de
o apresorio fenoloxidasas = =
Estructuras de superficie conidio Melanizacion
barrera hidrofohica
cargas electrostaticas T R T R L s Y — : = epicuticula " |
baja HR 4 Cuerpos de Placas de
escasez de nutrientes hifas penetracion
fiora microbiana secundaria
Lipidos y fenoles toxicos
Proteinas obscuras -

Proteinas obscuras + b ORI " e vaivawav, procuticula
quitina cnstanna = R \ LIRS U o -

cuticula rigida y

desecante T I ] | = RN e e | | epidermis ~

Inhibidor de

proteasas
() @ hemocele

Figura 1: Figura 3.2.1. Estructura y composicion de la cuticula de insectos y forma de penetracion
de hongos entomopatégenos (modificado de Hajek y St Leger, 1994).

El proceso de adhesion del conidio a la cuticula del insecto estd mediado por
la presencia de moléculas sintetizadas por el hongo denominadas adhesinas. En el
entomopatégeno Metharizium anisopliae se ha descrito un tipo de adhesina
denominada MADL1 la cual se localiza en la superficie de los conidios (Wang y St
Leger, 2007). Por otro lado, se ha demostrado que los iones divalentes como el
Ca?* y el Mg?* reducen las fuerzas de repulsion electrostaticas promoviendo la

adhesion de los conidios (Pucheta-Diaz et al., 2006).

3.2.2 Penetracion del conidio en el hemocele

La forma en la que los hongos entomopatdégenos penetran en el insecto

depende de las propiedades de la cuticula tales como el grosor, la esclerotizacién
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(endurecimiento y oscurecimiento de la quitina en el exoesqueleto), y la presencia

de sustancias antifungicas y nutricionales (Charnley, 1992).

Una vez establecido el proceso de adhesion, continua la penetracion la cual
es posible gracias a la accion combinada de dos mecanismos uno fisico y uno
quimico, el primero consiste en la presion ejercida por una estructura flngica
denominada haustorio, la cual deforma primeramente la capa cuticular rompiendo
luego las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. El mecanismo quimico
consiste en la accion enzimatica, principalmente de actividades hidroliticas tales
como proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales degradan el tejido en la zona de
penetracién, facilitando la entrada del hongo (Monzén, 2001). Hay estudios in vitro
gue indican que la digestion del integumento sigue una secuencia de lipasa-
proteasa-quitinasa (Tanada y Kaya, 1993). Se ha observado que la accion
enziméatica puede ser coadyuvada por la secrecién de acidos organicos, como el

acido oxdlico (Bidochka y Khachatourians, 1991).

La proteasa Prl es considerada un importante factor de virulencia en
Metarhizium anisopliae, la sobreexpresion de esta enzima en el mismo hongo
reduce en un 25% el tiempo letal 50 en Manduca sexta, en comparacion con
aguellos que fueron infectados con el genotipo silvestre (St. Leger et al., 1996). De
la misma forma la sobreexpresion del gen que codifica para la quitinasa de
Beauveria bassiana acelera el proceso de muerte en los insectos en un 23% (Fan
et al., 2007). De esta manera, se demuestra la importancia de la secrecion de estas
enzimas hidroliticas en la virulencia de los hongos entomopatdgenos, lo cual pudiera
ser una herramienta para la seleccion de mejores cepas para la formulacién de

insecticidas biologicos.

Otro mecanismo que utilizan los hongos para penetrar al hemocele es a
través de la cavidad bucal, espiraculos y otras aberturas externas del insecto.

Puesto que lahumedad no es un problema en el tracto alimenticio, el conidio puede
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germinar rapidamente en este ambiente; aunque los fluidos digestivos pueden
destruir o degradar la hifa germinativa. En algunos casos, la digestidén de estructuras
fungicas puede causar la muerte por toxicidad mas que por micosis (Charnley,
1992).

3.2.3 Replicacion en el hemocele

La micosis induce a sintomas fisiol6gicos anormales en el insecto tales como
convulsiones, carencia de coordinacion, comportamientos alterados y paralisis. La
muerte sobreviene por una combinacién de efectos que comprenden el dafio fisico
de tejidos, toxicosis (una condicion patoldgica causada por la accién de un veneno
o toxina), deshidratacion de las células por pérdida de fluido y consumo de
nutrientes (Bustillo, 2001).

Ya en el interior del insecto, los hongos se enfrentan con los mecanismos de
respuesta del sistema inmune para lo cual han desarrollado estrategias defensivas
e inmunosupresoras, como la produccion de toxinas o cambios estructurales en su
pared celular. Existe un considerable nimero de metabolitos secundarios de bajo

peso molecular que han sido aislados de patdégenos de insectos (Tabla 3.2.1).

También, se ha observado que para evitar el ataque del sistema inmune del
insecto, los hongos suelen prescindir de la formacion de pared celular y se
desarrollan como protoplastos, evadiendo su reconocimiento por los hemocitos
circulantes en el hemocele (Vinson, 1991). Cuando los nutrientes provenientes del
insecto, particularmente la fuente de nitrdgeno se va agotando, las fases
levaduriformes retoman su crecimiento micelial, tal como fue observado en
Entomophtora thripidum (Freimoser et al., 2003). Por dltimo, cuando las
condiciones de humedad y temperatura son las adecuadas, las hifas del hongo
emergen nuevamente al exterior del cadaver del insecto, donde realiza la

conidiacion (Tanada y Kaya, 1993).
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Finalmente, la dispersion del conidio puede ser un proceso activo (por
impacto al colisionar contra una superficie que interfiere en la trayectoria del flujo de
aire) o pasivo (por sedimentacion gravimétrica) y depende de las caracteristicas del
conidio y el esporangio. Cada conidio puede adherirse o pasar de un invertebrado
a otro por dispersion (Tanada y Kaya, 1993).

Tabla 1:Tabla 3.2.1. Principales metabolitos producidos por hongos entomopatdégenos

Clasificacion Hongos que las producen

No peptidicas

Oospereina Beauveria tenella, B. bassiana
Tenellina B. tenella
Bassianina B. bassiana
- . Beauveria, Verticillium,
Acido oxalico .
Metarhizium

Acido fusarico
Acido dipicolinico

Paecilomicinas

Peptidicas lineales
Leucinostinas
Efrapeptinas

Peptidicas ciclicas
Beuvericina
Beauverdlidos
Destruxinas
Eniatinas
Ciclosporinas

Fusarium

Beauveria, Paecilomyces,
Verticillium

Paecilomyces tenuipes

Paecilomyces
Tolypocladium

B. bassiana, Paecilomyces
B. bassiana, Paecilomyces
Metarhizium

Fusarium

Metarhizium

Modificado de Khachatourians (1996).
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3.3. Produccion de conidios

3.3.1 Tipos de sustrato

Las unidades infectivas mas efectivas son los conidios; por consiguiente, se
han reportado diferentes trabajos de investigacion que conllevan a la mejoria en el
rendimiento y esporulacion de hongos entomopatdégenos. Existen dos
requerimientos nutricionales principales en el desarrollo de la esporulaciéon, que son
la fuente de carbono y la fuente de nitrégeno. La glucosa es la fuente de carbono
mas utilizada por los hongos (Pérez y Ramirez, 2000), la fructosa y la manosa son
las siguientes azUcares mas utilizadas seguidas de la galactosa, sacarosa, lactosa,
maltosa y polisacaridos como el almidon, celulosa, lignocelulosa, pectina (Griffin,
1981) y quitina (Hegedus et al., 1990). Por su parte, el nitrogeno es requerido por
los hongos para sintetizar aminoacidos, proteinas, y acidos nucleicos necesarios
para la construccion del protoplasma. Los hongos en su gran mayoria prefieren
fuentes de nitrdgeno organico como urea e hidrolizado de caseina, peptona,
levadura y aminoacidos (Hegedus et al., 1990; Jackson y Payne, 2007). Sin
embargo, también se han empleado fuentes inorganicas de nitrdgeno como KNOs,
NaNO3; y (NH4).SO,4 (Bidochka y Khachatourians, 1991; Gao y Liu, 2010).

Todos los medios de cultivo utilizados en la propagacion de hongos deben
contener los nutrientes suficientes (carbono, nitrégeno, vitaminas, oligoelementos,
etc) para asegurar la biosintesis de las moléculas requeridas en las células. El pH
debe ser preferentemente acido para facilitar el crecimiento de los hongos e inhibir
al mismo tiempo el desarrollo de otros microorganismos (Gao y Liu, 2010), incluso
se utilizan algunos antibiéticos para inhibir el crecimiento de las bacterias que suelen

contaminar las muestras.

El sustrato nutritivo comunmente empleado para la produccién de conidios
de hongos es el arroz debido a su balance nutricional, bajo costos, amplia

disponibilidad a nivel mundial, caracteristicas fisicas como el tamafio del grano,
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buenas propiedades de hidratacion e integridad estructural después de ser
colonizado por el hongo (Jenkins et al., 1998; Krishna, 2005). Sin embargo, se
han probado otros cereales para la propagacibn masiva de hongos
entomopatdégenos como: trigo, maiz, frijol y soya; asi como, materiales procesados
0 subproductos como el bagazo de cafa de azucar, salvado de trigo, salvado de
arroz, desechos de banano, café, harina de trigo, cascara de arroz, maiz molido;
también se han empleado soportes inertes que son impregnados con medio de
cultivo definidos, como la perlita, espuma de poliuretano y vermiculita, por
mencionar algunos (Dortay Arcas, 1998; Monzoén, 2001; Dalla Santa et al., 2004;
Ye et al., 2006; Moura-Mascarin et al., 2010; Nufiez-Gaona et al., 2010; Van
Breukelen et al., 2011). Una de las ventajas ofrecidas por el uso sustratos inertes
es la oportunidad de agregar los nutrientes para la conidiacion 6ptima del aislado,
ademas de analizar medios de cultivo con composicion definida. Algunas
consideraciones para la seleccion de sustratos como medios de propagacion in vitro
de hongos entomopatégenos son bajo costo, facil adquisicién y con alta eficiencia
en cuanto al desarrollo y produccion de altas concentraciones de conidios (Krishna,
2005).

Un amplio rango de sustratos solidos estd disponible para su uso en la
produccién de hongos entomopatégenos para el control biolégico. El sustrato
requerira una preparacion o pretratamiento tal como: cortar o moler para reducir el
tamafo de particula, para hacer mas accesible el interior de las particulas; hidrolisis
guimica para incrementar la susceptibilidad de las macromoléculas para la
degradacion por las enzimas microbianas durante la fermentacion; asi como la
esterilizacion para eliminar o reducir contaminantes presentes en el sustrato
(Pandey, 2003). Un sustrato ideal es aquel que proporciona espacios para la
aireacion, que mantiene sus particulas individuales separadas después de la
hidratacion y la esterilizacion, para proveer espacios entre particulas y la formacion
de conidios. Las particulas de los sustratos que son agrupadas cuando se agrega

10
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el agua, reducen el &rea superficial y limitan el espacio donde la esporulacion puede

ocurrir.

El in6culo con conidios es comunmente utilizado debido a que es facil de
preparar y razonablemente estable. El in6culo es mezclado con el sustrato para
iniciar la fermentacion, ya que el birreactor puede dificultar el mezcladoy la aireacion
(Arzumanov et al., 2005; Van Breukelen et al., 2011). Uno de los principales
desafios en la operacién del birreactor, es evitar indeseables aumentos de la
temperatura dentro del lecho del sustrato fermentado, debido a la produccién del
calor metabodlico del microorganismo (Figueroa-Montero et al., 2011). Para
disminuir los inconvenientes de transferencia de gases se han utilizado materiales
gue modifican la porosidad del lecho de empaque durante el cultivo en soporte
sélido, dichos materiales reducen la compactacion del sustrato, se aumenta el area
de contacto entre el sustrato y el microorganismo y se favorece asi el intercambio
gaseoso. Algunos materiales utilizados como texturizantes incluyen paja,
desperdicios de algodon, aserrin, virutas de madera, residuos de poda (ramas y
troncos secos), hierba seca, bagazo de cafia de azlcar y espuma de poliestireno,
entre otros (Nufiez-Gaona et al., 2010; Kang et al., 2005, Dorta y Arcas, 1998;
Arzumanov et al., 2005).

La produccion de hongos entomopatégenos se basa en la multiplicacion
masiva de sus estructuras reproductivas en un sustrato. Hasta la fecha se han
evaluado diferentes soportes inertes impregnados con medio de cultivo y sustratos
naturales, en otros casos, los sustratos utilizados son de bajo costo o de desechos
agroindustriales y esto es apropiado para paises en desarrollo con baja tecnologia
y mano de obra barata (Monzén, 2001). Entre los reportes de hongos
entomopatégenos en cultivo sélido, destaca el trabajo de Arzumanov et al., (2005)
en el cual encontraron una produccién de conidios del orden de 5x10° conidios por
gramo de materia seca, de una cepa de Metarhizium anisopliae sobre granos de

arroz. Por otro lado, Kim et al., (2010) proponen la produccion de conidios de Isaria
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fumosorosea SFP-198 en bolsas de polietileno y usando un medio de cultivo basado
en una mezcla de maiz-aceite de maiz para la obtenciéon de 1x10° conidios por
gramo de sustrato. A nivel planta piloto Ye et al., (2006) desarrollaron una camara
de fermentacion de medio sélido para la produccién de conidios de Beauveria
bassiana sobre arroz, alcanzando una produccion de 2x10° conidios por gramo de
arroz. Empleando soportes inertes, Shi et al., (2009) evaluaron diferentes soportes
embebidos con medio de cultivo liquido, alcanzaron una produccién de 1x10%°
conidios por gramo de soporte inerte con la cepa Verticillium lecanii CBS 102071.
En la tabla 3.3.1 se citan algunos reportes realizados en cultivo en soporte sélido
para la produccion de conidios de hongos entomopatdgenos. Se ha demostrado que
la produccion de estos propagulos fungicos para la formulacion de micoinsecticidas,
es mayor en cultivo en soporte sélido que las obtenidas por cultivo en medio liquido
(Dortay Arcas, 1998).

3.3.2 Tipos de produccién

Actualmente hay tres sistemas usados para la produccién de hongos
entomopatégenos: cultivo solido, liquido y bifasico (en este método se utiliza el
cultivo liquido para producir abundante micelio que luego se transfiere a un sustrato
sélido para inducir la produccion de conidios aéreos). Muchos trabajos estan
basados en fermentaciones sobre sustratos solidos utilizando granos de cereales
(Jakson et al., 2010); esta técnica es facil de llevar a cabo, la materia prima es
barata y los conidios producidos tienden a ser mas tolerantes a la desecacion
comparado con los propagulos producidos en medio liquido (Deshpande, 1999).
Los hongos entomopatdgenos producen propagulos de acuerdo al método de
cultivo empleado; en cultivo liquido se producen blastosporas y conidios
sumergidos, mientras que en cultivo superficial y cultivo en medio solido se
producen solo conidios (Hegedus et al., 1990). Los conidios tienen mejores
caracteristicas que las blastosporas para ser utilizadas en el control de plagas de

insectos. A pesar de que las blastosporas germinan en menos tiempo; los conidios
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son mas resistentes durante el almacenamiento y frente a condiciones ambientales
adversas. Por otro lado, la hidrofobicidad es superior en los conidios, esta
caracteristica contribuye a protegerlas contra la deshidratacion y aumenta su
capacidad de adhesion a la cuticula de los insectos (Hegedus et al., 1992). La
resistencia de los conidios frente a condiciones ambientales adversas representa
una gran ventaja sobre los plaguicidas convencionales debido a que produce

efectos prolongados sobre las plagas de insectos (Goettel y Roberts, 1992).

El cultivo sdlido ha dado la oportunidad a la industria de producir
micoinsecticidas con un alto grado de automatizacién, con principios similares a
aquellos de la fermentacién liquida, lo que reduce costos de mano de obray permite
un control eficiente del proceso de produccion donde se logra biomasa de alto valor
infectivo y mas resistente a condiciones ambientales adversas (Jenkins et al.,
1998; Jaronski y Jackson, 2012). En estos sistemas también se logra un 6ptimo
aprovechamiento de los nutrientes pero la inversion de capital inicial es muy alta.
Para los paises del tercer mundo esta tecnologia presenta menos posibilidades de
aplicacion debido a las dificultades econdmicas y el alto costo de capital de estos
procesos automatizados. La presencia de mano de obra barata y un mercado que
es regional y pequefio hace viables economicamente a los sistemas de produccion
artesanales (baja tecnologia), a pesar de requerir muchas operaciones manuales
(Deshpande, 1999; Jaronski y Jackson, 2012).

Se han desarrollado otras tecnologias como el cultivo en medio liquido con
un grado elevado de automatizacion del proceso. Estos suelen ser procesos muy
rapidos en los cuales los hongos tienden a crecer como pellets miceliales y/o forman
abundantes blastosporas (Cliquiet y Jackson, 1999), las cuales se forman por
gemacion a partir de fragmentos de micelio. Uno de los aspectos a considerar para
el incremento de la utilizacién de los agentes microbianos de control biolégico, es el
mejoramiento de los procesos de produccion a gran escala, o que debe incluir la

optimizacién de los métodos de cultivo (Lacey et al., 2001). La optimizacion de un
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medio liquido, que garantice el rapido crecimiento de un determinado aislamiento,
es uno de los pasos en el desarrollo de un procedimiento de produccion masiva.
Estos medios deben contener fuentes de carbono y de nitrdgeno, asi como
microelementos y factores de crecimiento en condiciones Optimas (Jenkins et al.,
1998; Fargues et al., 2002).

Por otro lado, en el cultivo bifasico se desarrolla el in6culo en cultivo liquido
agitado (de forma rapida) o liquido estatico (méas lento) y luego se pasa al soporte
sélido, donde el cultivo empieza con conidios ya germinados previamente, 1o que
disminuye la fase de arranque (fase lag) (Moura-Mascarin et al., 2010); en este
sistema siempre se debe optimizar el cultivo de la fase liquida (proceso de

germinacién) para que promueva un rapido crecimiento del aislado.

3.4 Agentes texturizantes y porosidad

En el cultivo en soporte soélido, el crecimiento y metabolismo de los hongos
se ven influenciados por diferentes factores como el pH, la temperatura, el contenido
de humedad, el tamafio de particula del sustrato, la transferencia de gases, entre
otros (Dorta y Arcas, 1998, Figueroa-Montero et al., 2011). En cambio, para
disminuir los inconvenientes de transferencia de gases cuyo factor esta asociado
con el empaquetamiento del sustrato dentro del reactor; se han utilizado materiales
denominados texturizantes que modifican la porosidad del medio, evitan la
compactacion del sustrato, se incrementa el é&rea de contacto sustrato-
microorganismo y favorecen el intercambio gaseoso (Dorta y Arcas, 1998; Nuiez-
Gaona et al., 2010; Kang et al., 2005). Dentro de los agentes texturizantes mas
utilizados se encuentran: paja, residuos de algodon, aserrin, viruta de madera,
residuos de poda (ramas y troncos secos), pasto seco, bagazo de cafia (Nuiiez-
Gaona et al., 2010) y espuma de polipropileno (Kang et al., 2005). El lirio acuatico
(Eichhornia crassipes) es considerado una maleza debido al impacto ambiental
negativo que ocasiona su presencia en diferentes cuerpos de agua, sin embargo,

del mismo se puede obtener una fibra que podria utilizarse en CSS. Actualmente no
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hay reportes de su uso como texturizante para la produccion de conidios de hongos

entomopatégenos.

Tabla 2:Tabla 3.3.1. Produccién de conidios por hongos entomopatdégenos en cultivo sobre

| . . Produccion Tiempo . . .
Hongo entomopatdégeno Unidad experimental . 1 ) Sustrato Variable de estudio Referencia
conidios gmsi dias (d)
Metarhizium anisopliae Columna 8.00E+09 12 Madera con medio 2228? sustrato y Van Breukelen et al ., (2010)
Metarhizium anisopliae Columna 5.80E+09 7 Arroz Efecto de la aireacién Arzumanov et al ., (2005)
Metarhizium anisopliae Botellas 2.00E+10 14 Salvado de arroz- Actividad de agua Dorta et al ., (1990)
Cascara de arroz
Metarhizium anisopliae Columna 1.80E+12 14 Salvado de arroz- Densidad aparente Dorta y Arcas, (1998)
Cascara de arroz
Isaria fumosorosea Bolsa polipropileno 1.10E+09 7 Arroz Sustrato Moura-Mascarin et al ., (2010)
. - . . Sustratos (granos de .
Isaria fumosorosea Bolsa polietileno 2.10E+09 21 Maiz molido Kim et al., (2010)
cereales)
Produccion de
Isaria fumosorosea Matraz 1.14E+11 11 Arroz precocido conidios, infectividad, Moura-Mascarin et al., (2013)
actividad Prl
Isaria farinosa Bolsa polipropileno 1.30E+09 7 Semilla de soja Sustrato Moura-Mascarin et al., (2010)
Aditivos en la
Isaria javanica Bolsa de plastico 3.00E+10 15 Cebada de arroz produccion e Kim et al., (2014)
infectividad
o . B d fi .
Verticillium lecanii Matraz 1.00E+10 1 mi%?go ecanacon  ientedeCcyN Shietal., (2009)
Beauveria bassiana Botellas serologicas 1.10E+10 14 Salvado de trigo Sustrato-Texturizante Nufiez-Gaona et al ., (2010)
Beauveria bassiana Charolas 2.40E+10 7 Arroz Disefio de reactor Ye et al., (2006)
Bagazo de cafia- Residuos
Beauveria bassiana Columna 1.07E+10 10 ¥ agroindustriales, tipo  Dalla Santa et al., (2004)
Residuos patata
de reactor
Salvado de trigo-Cascara Produccion de
Beauveria bassiana Botellas de vidrio 3.70E+10 10 de arroz 9 conidios, viabilidad e  Arcas et al., (1999)
infectividad
Produccién de
Beauveria bassiana Matraz 1.14E+11 11 Arroz precocido conidios, infectividad, Moura-Mascarin et al., (2013)
actividad Prl
Vida de anaquel en
Beauveria bassiana Bolsa de plastico 2.50E+09 8 Arroz condiciones de Taylor et al., (2013)

laboratorio

15



REVISION BIBLIOGRAFICA

Todo material se caracteriza, entre otros aspectos, por la distribucion
estructural de sus particulas, las cuales dejan espacios entre si creando poros
internos o externos, en mayor o menor medida segun el tipo de material y su forma
de fabricacion y aplicacion. La porosidad (€) es una propiedad fisica, que se define
como el volumen ocupado por los espacios vacios (Vy) por unidad de volumen total
(Vi) (Mitchell et al., 2006). Esta porosidad se determina normalmente mediante
técnicas experimentales, basadas en introducir un fluido en los poros y cuantificar

su volumen.

La densidad es una propiedad elemental y fundamental de los materiales,
relacionada con la naturaleza de sus constituyentes y la existencia de espacios
vacios entre ellos. La densidad (p,) se define como la masa (m) por unidad de
volumen (V), y se expresa en kg/m?3. Conocida la masay el volumen de una muestra

se determina de forma inmediata su densidad (Mitchell et al., 2006).

3.5 Anadlisis respirométrico

La respirometria es una técnica basada en la medicion del consumo de
oxigeno por parte de microorganismos que crecen a partir de un sustrato organico,
el cual es degradado y oxidado a diéxido de carbono (CO,). Esta técnica presenta
crecientes aplicaciones en la determinacion de la cinética de respiracién y en
algunos casos de crecimiento. El analisis respirométrico permite adquirir datos
sobre el consumo de oxigeno (O,) en respuesta al metabolismo de un sustrato por
la respiracion de microorganismos (Saucedo-Castafieda et al., 1994). La
respirometria ahorra el tiempo y el trabajo asociados con los experimentos de
agotamiento de substratos y provee puntos de referencia de alta calidad para la
valoracion de parametros cinéticos. La respirometria tiene un extenso campo de

aplicacion en biotecnologia, siendo las mas frecuentes (Bellon-Maurel et al., 2003):
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1. Determinacion de la tasa de consumo de oxigeno en efluentes domésticos e
industriales.

2. Determinacion de la combinacion 6ptima de factores para el tratamiento por
biodegradacion en suelos contaminados con petréleo y/o sus derivados.
3. Determinacion de la influencia toxica y el poder inhibitorio de algunos vertimientos
sobre las poblaciones microbiolégicas en las plantas de tratamiento de aguas
residuales.

4. Determinacion de la efectividad de cultivos microbiolégicos y su comportamiento
en la digestion de algun sustrato en particular.

5. Determinacién de las caracteristicas de biodegradacion de productos quimicos
especificos o de mezclas quimicas.

6. Determinacion de los parametros cinéticos para las reacciones de
biodegradacion.

7. Monitoreo de la aclimatacion de un cultivo de microorganismos a materiales
organicos refractarios.

8. Medicion de la actividad metabdlica de cultivos aerdbicos tanto como
anaerobicos.

9. Determinacion de la tasa de consumo de oxigeno de plantas, pequefios animales,

suelo o muestras de compost o residuos vegetales.

Un respirbmetro es un instrumento que sirve para medir tasas de respiracion
aerobia de una poblacién microbiana en determinadas condiciones. El respirometro
determina la cantidad de oxigeno consumido y/o dioxido de carbono producido
(Saucedo-Castafieda et al., 1994; Pintado et al., 1998; Zitova et al., 2010) por
unidad de tiempo y de volumen. Algunos autores consideran al respirometro como
un sensor, ya que consiste en una unidad fisica con una entrada de muestra externa
y una salida de resultados, obtenida después de un procedimiento interno. Por otra
parte, los resultados son extremadamente dependientes de las condiciones de
trabajo y, por tanto, puede existir una variabilidad en la salida (Bellon-Maurel et al.,

2003; Pliego-Sandoval et al., 2012). Esta variabilidad cuestiona el hecho de que
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se considere sensor al respirbmetro y obliga a que los resultados de las
respirometrias se acomparfien de las condiciones de operacion como: el estado de
la biomasa (concentracion, pH, temperatura, etc), el tipo de sustrato utilizado y la

temporalidad de la medida de oxigeno o diéxido de carbono (puntual o continua).

La funcion de un respirometro continuo, consiste en circular o permitir circular
el aire de manera ininterrumpida en el recipiente donde se lleva a cabo la
determinacion. Se mide el caudal y la concentracion de oxigeno en el aire a la
entrada y a la salida de forma permanente, para asi poder determinar por diferencia
el consumo instantaneo de oxigeno (Raimbault, 1998; Prado et al., 2004). A partir
de la curva de consumo de oxigeno en funcién del tiempo se puede obtener la tasa
instantdnea de consumo de oxigeno (Lareo et al., 2006; Figueroa-Montero et al.,
2011; Sanchez Arias et al., 2012).

3.6 Evaluacion de la calidad de conidios

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. El propdsito del control de calidad es llevar a cabo pruebas que predigan
el funcionamiento del enemigo natural en campo, ademas de detectar alguna
irregularidad en los sistemas de produccion de conidios. Por eso las pruebas como
viabilidad, germinacion, hidrofobicidad e infectividad, juegan un papel importante en

la evaluacion de la eficiencia del producto (Jenkins et al., 1998).

3.6.1 Viabilidad

Laviabilidad es la medida de la cantidad de estructuras (conidios) que tengan
la capacidad de desarrollar unidades formadoras de colonias (UFC), expresada en
porcentaje. El estdndar recomendado para la utlizacion de hongos
entomopatégenos como agentes de control biolégico es de una viabilidad mayor del

80% (Jenkins et al., 1998). La viabilidad o proporcién de conidios vivos disminuye
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con el tiempo, esto depende de las condiciones de almacenamiento; esta prueba
debe realizarse al momento de la extraccion y formulacién del material, a diferentes
intervalos de tiempo durante el periodo de almacenamiento y antes de ser usado.
De hecho, hay diferentes factores nutricionales y factores ambientales como la
temperatura, luz y pH que afectan la viabilidad, germinacion, crecimiento vegetativo
y esporulacion (Krishna, 2005). Esta prueba también tiene como finalidad
establecer la proporcion del agente bioldgico e identificar los microorganismos
contaminadores, contribuyendo a mejorar el proceso de produccion y formulacion
de los entomopatogenos. Los lotes deberan estar libres de todo tipo de

contaminaciones.

Las formulaciones basadas en hongos entomopatégenos (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 et al., 2010). Sin
embargo, es posible que la edad y condiciones de almacenamiento, puedan
contribuir en la viabilidad y estabilidad morfolégica en periodos largos (Borman et
al., 2006).

3.6.2 Germinacion

La germinacién es la formacion del tubo germinativo a partir de un conidio.
Se realiza como un indicador de la capacidad y velocidad de los conidios del hongo,
para emitir un tubo germinativo in vivo y, poder penetrar potencialmente la cuticula
del insecto objetivo. Se considera un conidio germinado, cuando el tamafio del tubo
germinativo es mayor al ancho del conidio (Ibrahim et al., 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
qgue los aislados con una lenta germinacion estan en desventaja porque estan
expuestos a las condiciones desfavorables méas tiempo lo cual reduce su viabilidad

en el campo (Fernandez-Rosas, 2006). Se debe notar que la germinacion no
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garantiza la viabilidad de los conidios, por lo que ambas pruebas son

complementarias.

3.6.3 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 et al., 2010). En el caso
de los conidios, la hidrofobicidad es el resultado de una capa sobre la superficie de
estructuras proteicas (hidrofobinas) en forma de varillas (rodlets) (Kim et al., 2010).
La adhesion a la cuticula del hospedero es el primer contacto que se hace con la
superficie del hospedero; las caracteristicas fisicas y quimicas de las superficies de
la cuticula del insecto y el conidio, son las responsables de esta union. En algunos
hongos, la adhesién es un fenbmeno especifico; mientras en otros, no lo es,
determinado por componentes como la glicoproteinas que pueden servir como un
receptor especifico (Brinkman y Gardner, 2000; Ying et al., 2004; Le-Tian et al.,
2010).

3.6.4 Bioensayos de infectividad

Se denomina bioensayos a las pruebas que se realizan con organismos Vvivos,
con el objeto evaluar la capacidad del hongo entomopatégeno y determinar su
infectividad a través de parametros establecidos como el tiempo letal medio (TLso)
y la concentracién letal media (CLso). Estos parametros que son identificados bajo
condiciones controladas en laboratorios especializados, permiten identificar el
potencial de un hongo entomopatégeno sobre el insecto que se desea controlar,
como una primera aproximacion en el desarrollo de una estrategia de control que
involucre a los conidios como ingrediente principal de un micoinsecticida (Vega et

al., 2012; Eken et al., 2006). Posteriormente, una vez identificadas las cepas con
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potencial, estas deberan proseguir hacia una siguiente fase de bioprospeccion que
involucre evaluaciones en campo, las cuales demandan periodos extensos de
tiempo, ya que requiere las repeticiones en el tiempo y en diferentes ambientes para
determinar de forma exhaustiva el potencial infectivo de los hongos
entomopatégenos bajo estudio.
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4 JUSTIFICACION

El desconocimiento y mal uso de plaguicidas quimicos afectan a todo el
entorno, provocando un desequilibrio en el ecosistema. De esta manera, el control
biolégico es una herramienta sustentable, ecolégica que bien operada evita esos
desequilibrios reportados e involucra la accion de organismos benéficos sobre
organismos plaga (De Faria 'y Wraight, 2007). El control biolégico considera a los
hongos entomopatdgenos, los cuales tienen la capacidad de regular poblaciones de
insectos considerados plaga en el sector agricola. Hongos como Isaria fumosorosea
y Metarhizium anisopliae tienen un amplio rango de hospederos que pueden
infectar, los cuales perjudican cultivos de gran importancia econémica en todo el
mundo (Glare, 2004); ademas, son inofensivos contra organismos benéficos
(Zimmerman 2007; Zimmerman 2008). Para producir estos hongos en gran escala
se requiere una unidad infectiva como los conidios aéreos, los cuales suelen ser
producidos en cultivo sobre soporte sélido (CSS) y da lugar a la produccion de
conidios mas resistentes a los factores abiéticos comparado con el micelio y las

blastosporas producidas en cultivo liquido (Jackson et al., 2010).

Durante la degradaciéon de la fuente de carbono, el sustrato sélido es
transformado en biomasa, agua (H.O) y dioxido de carbono (CO,) (Raimbault,
1998). La cuantificacion del consumo de oxigeno (O5) y la produccion de CO,; que
son resultados de la respiracion, puede ser usada como una medicion indirecta del
crecimiento del microorganismo (Cruz-Cérdova et al., 1999; Saucedo-Castafieda
et al., 1994). Para lo cual, se han desarrollado procesos de monitoreo de los gases
de salida como la respirometria, que pueden proporcionarnos una adecuada
informacién sobre el estado fisiologico del hongo en CSS (Saucedo-Castafieda et
al., 1994).
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Por otro lado, en México el lirio acuatico (Eichhornia crassipes) es una maleza
generadora de los mayores problemas que afecta a 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 y maquinas trituradoras que se
usan para su retiro que en lugar de acabar con el lirio lo 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, 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 econdmico y social; crea problemas a la pesca y al mantenimiento

apropiado de areas recreativas (Malik, 2007; Villamagna y Murphy, 2010).

Ante esta preocupacion, se ha despertado el interés por aprovechar lo que se
ha considerado como una planta indeseable y enfocarla como un residuo
aprovechable en CSS para la produccion de nuevos productos. Por esta razon, se
propone utilizar lirio acuatico como agente texturizante en CSS, para modificar la

porosidad del lecho de empaque y en consecuencia la produccion de conidios.
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5 HIPOTESIS

La adicion de lirio acuatico como texturizante en cultivos sélidos de hongos
entomopatégenos sobre arroz aumentara la produccion de conidios sin alterar su

calidad.

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las proporciones de arroz y lirio acuatico como texturizante
sobre la produccién y calidad de los conidios, de dos cepas de Isaria fumosorosea

y una cepa de Metarhizium anisopliae en CSS.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

+ Evaluar el efecto de las proporciones de arroz precocido (AP) y lirio acuatico
(LA), sobre la porosidad del lecho de empaque.

+ Determinar el efecto de la porosidad sobre la producciéon de conidios de
hongos entomopatogenos (HE).

+ Evaluar el efecto de la porosidad sobre la germinacién y viabilidad de los
conidios obtenidos por HE.

+ Evaluar el efecto de la porosidad sobre la infectividad de los conidios
obtenidos por HE.

+ Correlacionar las tasas de produccion de CO, maxima (Rmax) Y la asociada

al mantenimiento (Re), sobre la produccién de conidios de HE.
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7 MATERIALES Y METODOS

Estrategia experimental

ETAPAUNO ETAPADOS ETAPATRES

CEPAS:
Metarhizium anisopliae CP-OAX
Isaria fumosorosea CNRCB1

CEPAS:
Metarhizium anisopliae CP-OAX
Isaria fumosorosea CNRCB1
Isaria fumosorosea ARSEF3302

CEPAS:
Metarhizium anisopliae CP-OAX
Isaria fumosorosea CNRCB1
Mezclas AP-LA: Isaria fumosorosea ARSEF3302

100:0y 90:10 Mezclas AP-LA:

Mezclas AP-LA: 100:0, 90:10, 80:20, 70:30. 0:100

100:0, 90:10, 80:20, 70:30. 0:100

PRODUCCION DE CONIDIOS CON'Y SIN

AIREACION " .
CORRELACION ENTRE LAS TASAS DE RESPIRACION

MAXIMA Y LA ASOCIADA A MANTENIMIENTO, SOBRE LA
PRODUCCION DE CONIDIOS

EFECTO DE LAS PROPORCIONES AP-LA SOBRE LA
POROSIDAD DEL LECHO DE EMPAQUE

PRUEBAS DE CALIDAD DE LOS CONIDIOS OBTENIDOS

(VIABILIDAD, GERMINACION E HIDROFOBICIDAD) >
EFECTO DE LA POROSIDAD SOBRE LA PRODUCCION

DE CONIDIOS

PRUEBAS DE

INFECTIVIDAD EFECTO DE LA POROSIDAD SOBRE LOS
PARAMETROS DE INFECTIVIDAD

ANALISIS

RESPIROMETRICO
EFECTO DE LA POROSIDAD SOBRE LA VIABILIDAD Y

GERMINACION

PRODUCCION DE CONIDIOS CON LIRIO ACUATICO
DE XOCHIMILCO
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7.1 Microorganismos, cultivo monocolonia, propagacion y conservacion.

El estudio se realiz6 con tres cepas de hongos entomopatégenos. Dos cepas
de Isaria fumosorosea y una de Metarhizium anisopliae. La cepa CNRCB1
proporcionada por el Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico (CNRCB)
(Tecoman, Colima, México), con clave CHE-CNRCB 303; y la cepa ARSEF3302
obtenida del Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungal
Cultures (ARSEF) (Ithaca, New York, U.S.A.). Ambas cepas se identificaron como
Isaria fumosorosea mediante la amplificacion de la regién ribosomal usando los
primers ITS1y ITS4 (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A), con los nUmeros
de acceso en el GenBank HM209049 y HM209050, para I. fumosorosea CNRCB1
y I. fumosorosea ARSEF3302, respectivamente (Miranda-Hernandez et al., 2014).
La cepa Metarhizium anisopliae CP-OAX perteneciente a la coleccion de hongos
del Colegio de Posgraduados (COLPOS) (Texcoco, Estado de México). Esta cepa
fue identificada como Metarhizium anisopliae var. lepidiotum mediante la
amplificacion de la regién ribosomal usando los primers ITS5 y ITS4b, con numero
de acceso en el GenBank FJ876298 (Tlecuitl-Beristain et al., 2010).

Se obtuvieron cultivos monocolonia para ambas cepas de la siguiente
manera (Figura 7.1.1): se inocularon por estria en cajas Petri de 90 x 15 mm con
agar maltosa Sabouraud (AMS) cuya composicion es la siguiente (g Lt): maltosa
20, peptona de carne 2.5, peptona de caseina 2.5, extracto de levadura 0.5 y agar
15 (todos los constituyentes; Bioxon, México), los cultivos se incubaron durante 10
dias a 28 °C. Subsecuentemente, se realiz6 la reactivacion de las cepas mediante
la infeccion de insectos hospederos, se utilizaron larvas de Galleria mellonella y
Tenebrio molitor para las cepas de Isaria fumosorosea y Metarhizium anisopliae,
respectivamente. Posteriormente, del insecto micosado se tomé una asada de
conidios y se sembré nuevamente por estria en cajas de Petri con medio agar
dextrosa Sabouraud, ADS (Bioxon, México) adicionado con desoxicolato de sodio
al 0.05% (Sigma-Aldrich, Auckalnd, New Zealand) que es un inhibidor de
crecimiento de organismos formadores de conidios y facilité la obtencion de colonias

aisladas (Montesinos-Matias et al., 2011). De este cultivo, colonias independientes
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fueron propagadas por estria en cajas Petri y matraces Erlenmeyer con 20 mL y 50
mL de medio ADS, respectivamente. Los cultivos se incubaron durante 10 dias a 28
°C.

‘ Galleria mellonella
i 9 o A e,

ADS + 0.5 g/L
desoxicolato de sodio

AMS 2%
(Agar Maltosa Saburaud)

ADS Colonias aisladas

Figura 7.1.1 Reactivacién, cultivo monocolonia y propagacion de las cepas.

Se realiz6 la conservacién de las tres cepas a largo plazo mediante el
métodos de agua desionizada estéril (Lopez-Lastra et al., 2002), para ello se
utilizaron cultivos esporulados en cajas Petri, en condiciones asépticas se cortaron
pequerios bloques de aproximadamente 25 mm? y se colocaron dentro de viales de
vidrio, posteriormente los viales fueron conservados a 4 °C. Los viales de vidrio
cuyas dimensiones son: 150 x 15 mm con tapa de rosca contenian 4 mL de agua
desionizada estéril (Figura 7.1.2). La conservacion fue realizada cada 6 meses
usando este método, ya que después de este tiempo la viabilidad de las cepas
disminuye gradualmente (L6pez-Lastra et al., 2002). Para todos los experimentos
posteriores de produccion de conidios, fueron iniciados tomando un vial de
conservacion y se transfirié asépticamente los bloques de indculo en cajas Petri con
medio ADS. Se realiz0 la propagacion en matraces Erlenmeyer 250 mL conteniendo

50 mL de medio ADS, previamente esterilizado en autoclave a 15 PSI durante 15
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min. Las cajas y los matraces fueron incubados a 28 °C durante 10 dias y entonces

se usaron para llevar a cabo los experimentos.

Metarhizium
anisopliae

Isaria
fumosorosea

Colonias aisladas Propagacién en medio ADS Conservacion

Figura 7.1.2. Conservacion de las cepas.

7.2 Condiciones de cultivo

Se utilizaron frascos de vidrio sin tapa como unidades experimentales, con
las siguientes caracteristicas: volumen (v) de 80 mL, diametro interno (<J;) de 5 cm
y altura (L) de 4.7 cm, en los cuales se pesoé la materia solida (Figura 7.2.1). Se
utilizé arroz precocido (AP) como sustrato, arroz precocido se refiere a un arroz
tratado con vapor, el cual esta comercialmente disponible en esta presentacion por
Verde Valle™ (Uruguay). Se utilizé lirio acuatico (LA) como texturizante, obtenido
por la empresa Tecnologia Especializada en el Medio Ambiente (TEMA, México).
Se adquirio un lote de fibra de lirio acuético sin raiz, es decir, solamente se utilizé
hojay tallo. El arroz y el lirio fueron pasados en tamices con un diametro de poro de
3.36, 2.88, 2.37, 2, 1.19 y 0.80 mm (tamices del No. 6, 7, 8, 10, 16 y 20,
respectivamente); para experimentos posteriores, se seleccionaron particulas con
2 mm de ancho para el lirio acuatico y de 2 mm de ancho por 5 mm de largo para el
arroz (tamiz No 10). Se probaron las siguientes mezclas de AP:LA expresadas en
porcentaje, con un total de 10 g de materia sélida inicial (en peso seco) en cada

frasco, las proporciones fueron AP:LA (% peso/peso): 100:0, 90:10, 80:20 y 70:30.
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La cantidad de arroz fue diferente en cada tratamiento, arroz precocido (g); 10, 9, 8
y 7 para las mezclas AP:LA (%): 100:0, 90:10, 80:20 y 70:30, respectivamente. Se
esterilizé a 121 °C durante 15 minutos a 15 PSI. El medio se inocul6 con 1 mL de
una suspensién de conidios a una concentracion de 1x107 conidios mL,
equivalente a 1x10° conidios por gramo de arroz seco inicial (conidios gasi?). El
inéculo se obtuvo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio ADS
(Descrito en la seccion 7.1). Se adiciond agua destilada estéril para ajustar la
humedad inicial al 40%, en condiciones asépticas se mezclé con una espatula estéril
cada proporcion de AP:LA, todas las unidades experimentales (frascos) fueron
colocados en un recipiente con tapa hermética con las siguientes dimensiones: 26.6
cm x 11.5 cm x 20 cm, los contenedores tienen valvulas de entrada y salida de aire
(Figura 7.2.1), se incub6 a 28 °C con fotoperiodo 12:12 (h). La humedad relativa fue
del 37 % en todas las mezclas de AP:LA, ya que se inocul6 e incubo

simultdneamente bajo las mismas condiciones.

Arroz — lirio acudtico (%)

100-0 90-10 80-20 70-30

Figura 7.2.1 Unidades experimentales.

7.3 Produccién de conidios

Se realizaron cinéticas de produccion de conidios durante 8 dias, para
determinar la produccion en cada mezcla de AP:LA se utilizaron 21 unidades
experimentales para realizar el conteo de conidios y 3 unidades como control
negativo (sin indculo). Cada 24 h se tomaron tres frascos por tratamiento (replicas),

ademas otros experimentos se realizaron en diferentes tiempos (tres experimentos).
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Los conteos de conidios se obtuvieron a partir de los 10 gramos de materia
solida inicial presente en cada frasco. Cada frasco se consider6 como una unidad
experimental independiente, se realiz6 la extraccion de los conidios utilizando los
10 g de materia so6lida contenida en cada frasco, la cual fue transferida a un vaso
de precipitados con ayuda de una espatula, los conidios fueron cosechados
adicionando un volumen correspondiente de una solucion de Tween 80 (0.05 %)
(Amresco, Ohio, USA), se agité durante 10 min con un agitador magnético a 350
rpm (Figura 7.3.1). Fue necesario adicionar diferentes volumenes de Tween 80 para
cada una de las composiciones de AP:LA debido a que la altura del lecho aumento
conforme se incremento el porcentaje de lirio en la mezcla; para los tratamientos
AP:LA (%): 100:0y 90:10, se utilizaron 60 mL, mientras que para las mezclas AP:LA
(%): 80:20 y 70:30, se utilizaron 70 y 80 mL, respectivamente. Después de agitar,
se filtré con una gasa estéril de 10 x 10 cm para eliminar los sélidos y asi obtener
una suspension de conidios, se realizaron diluciones y se contaron los conidios por
medio de una camara de Neubauer (Marienfield, Germany), con un microscopio
(BOECO) y un objetivo 40X. La produccion de conidios (C;) se reportd como

conidios por gramo de arroz seco inicial (conidios-gasit).

8 dias de cultivo

‘L‘i . o Lt e
? : ' CTET _
S TS a— Tween 80
v (0.05%)
Camara de Neubauer
Objetivo 40x

Figura 7.3.1. Extraccion y conteo para el conteo de conidios.
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7.4 Porosidad y densidad aparente.

Para evaluar la porosidad se utilizaron frascos de vidrio cuyas caracteristicas
fueron descritas anteriormente (seccion 7.2), en donde se pesaron 10 gramos de
materia sélida y se adicioné la cantidad de agua para obtener el 40% de humedad
inicial en cada mezcla de AP:LA (por triplicado); con la finalidad de tener las mismas
condiciones iniciales en la cuales se inoculan las cepas de hongos
entomopatégenos (Figura 7.4.1). Posteriormente, cada frasco fue aforado con
aceite mineral (REASOL®) para determinar la porosidad o fraccion vacia (&) que se

calculo con la expresion descrita por Mitchell et al., (2006):

&= (Vt_Vm)
Vi

Ecuaciéon 1

Donde, ¢ es la porosidad o fraccion vacia (adimensional), V: es el volumen
total (mL), es decir, es el volumen que ocupa la muestra e incluye el volumen de
espacio vacio; Vm es el volumen ocupado solo por la muestra (mL); la diferencia
entre Vi y Vi, es el volumen vacio (mL). El volumen de espacio vacio fue estimado
por el volumen de aceite mineral necesario para cubrir la altura del lecho de
empaque; los volumenes de aceite fueron (mL): 12.7, 21.2, 34 y 45 correspondiente
a las mezclas AP:LA (%):100:0, 90:10, 80:20 and 70:30, respectivamente.

Vm

arroz-lirio acuatico

Figura 7.4.1. Determinacion del espacio vacio.

La densidad aparente (o densidad de empaque) esta definida como la masa
de las particulas de un material dividido por el volumen total que ocupa. El volumen

total incluye el volumen de las particulas, el volumen de espacio vacio inter-particula
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y el volumen interno de los poros. La densidad aparente se calcul6 con la siguiente
expresion Mitchell et al., (2006):

Pp = — Ecuacién 2
t

Donde p, es la densidad aparente (g mL™); W, es el peso de la muestra (g);

V; es el volumen total ocupado por la muestra (mL).

7.5 Pruebas de viabilidad y germinacion.

Para realizar las pruebas de calidad (germinacion y viabilidad) se utilizaron
los conidios cosechados en el dia de mayor produccion (dia 8), para todas las
mezclas de AP:LA Yy para las tres cepas de hongos entomopatégenos. La extraccion
de los conidios fue realizada como se describié en la seccion 7.3, para determinar
el porcentaje de germinacién se prepararon cajas Petri con medio ADS (Bioxon,
México), posteriormente se estandarizaron suspensiones de conidios a una
concentracion final de 1x10® conidios mL' de donde se tomaron 50 puL y se
adicionaron sobre la superficie del medio ADS ya solidificado, con una varilla de
vidrio se distribuy0 el indculo y las cajas se incubaron a 28°C durante 12 h, se realizo
el conteo al microscopio (BOECO) con objetivo 40X de por lo menos 200 conidios,
registrando los conidios germinados y los no germinados (Figura 7.5.1). Se
considerd un conidio germinado aquel que presentd la longitud del tubo germinativo
al menos dos veces el didmetro del conidio (Samuels et al., 1989; Ibrahim et al.,

2002). Se realizo la prueba por triplicado para cada mezcla de AP:LA.

Para determinar la viabilidad de los conidios se estandarizaron suspensiones
de conidios de cada mezcla de AP:LA a una concentracion de 1x10* conidios mL?
y se adicionaron 30 pL (aproximadamente 300 conidios) de cada suspension a una
caja Petri con medio ADS (Figura 7.5.2). Las cajas se incubaron a 28 °C y se realiz6
el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 48 h de cultivo (Miranda-
Hernandez et al., 2014). Se realiz6 la prueba por triplicado para cada mezcla de
AP:LA.
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8 dias de cultivo

30 uL
Tween 80 (1x108 conidios/mL)
(0.05%)

W
Objetivo 40x

Conidios germinados y
no germinados

Medio SDA
(10 h, 28 °C)

Figura 7.5.1. Determinacion de la germinacion de los conidios.

30 pL
Tween 80 (1x10* conidios/mL)
(0.05%)

Contador de colonias

Unidades formadoras de
colonias (UFC)

Medio SDA
(48 h, 28 °C)

Figura 7.5.2. Determinacion de la viabilidad de los conidios.
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7.6 Evaluacion de la infectividad (Bioensayos)

Los pardmetros de infectividad fueron obtenidos mediante la realizacién de
bioensayos, permitiendo la evaluacién de la calidad de los conidios producidos por
los hongos entomopatégenos estudiados. Para realizar las pruebas de infectividad
se utilizaron los conidios cosechados en el dia de mayor produccion (dia 8), para
todas las mezclas de AP:LAy para las tres cepas de hongos entomopatdégenos. La
extraccion de los conidios fue realizada como se describio en la seccion 7.3. Como
insecto modelo para las cepas de Isaria fumosorosea, se utilizaron larvas de Galleria
mellonella (Petmmal, Mexico) con un peso entre 62.2 y 71.6 mg. Para la cepa de
Metarhizium anisopliae, se utilizaron larvas de Tenebrio molitor (Petmmal, Mexico)
Se emplearon 7 cajas Petri (5 cajas para larvas infectadas y 2 cajas como control
negativo) en donde fueron colocadas 10 larvas en cada caja Petri. Con los conidios
aéreos producidos en cada mezcla de AP:LA se prepararon 20 mL de una
suspension con una concentracion de 5x107 conidios mL?, en donde fueron
sumergidas las larvas de G. mellonella por 5 segundos (Fang et al., 2009), mientras
gue las larvas de T. molitor durante 15 s (Montesinos-Matias et al., 2011); las
larvas control fueron sumergidas en una solucion de Tween 80 (0.05%) por 5sy 15
s, respectivamente, después del tratamiento las larvas se alimentaron con dieta para
Wax Worm (PETMMAL, Mexico) y salvado de trigo (MAXILU, México), para G.
mellonella y T. molitor, respectivamente; con la finalidad de evitar la muerte de las
larvas por inanicion y se incubaron con fotoperiodo 12:12 (hrs) a 28 °C. La
mortalidad fue registrada cada 24 h durante 12 dias (Figura 7.6.1).

Con la finalidad de comparar la infectividad de los conidios cosechados de
diferentes tratamientos, los parametros especificos de infectividad se estimaron de
acuerdo con el modelo de decaimiento propuesto por Rodriguez-Gémez et al.,
(2009). Este incluye el tiempo en que aparece la primer larva muerta (to), el tiempo
letal 50, que es el tiempo en que se alcanza el 50% de mortalidad (TLso) y el
porcentaje de sobrevivencia (S). El modelo corresponde a la solucién de una
ecuacion diferencial de primer orden con el tiempo de retardo indicado (Figura
7.6.2):

34



Materiales y Métodos

Y = 100; Si0<t<t,
Y = (100 — §)e kt-to) g, Sit>t, Ecuacién 3

Donde Y es el porcentaje de sobrevivencia (%) al tiempo t, k es la tasa especifica

de muerte (d1), to es el tiempo es aparecer el primer muerto (d) y S es el porcentaje
de sobrevivencia estimada asintotica (%).

8 dias de cultivo Dilucion
Tween 80
(0.05%) l
v
Galleria mellonella 5X107 Céamara de
conidios/mL Objetivo 40x Neubauer

T : mm)
N D) 8 "
Tenebrio molitor ‘

Figura 7.6.1. Evaluacion de la infectividad de los conidios.

»

100 4»--0--0--0-0-0\
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60 - \

\ + promedio
40 -

\ ===modelo

Sobrevivencia (%)
-

ARt TN
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012 3 456 7 8 9 101112131415
Tiempo (dias)

Figura 7.6.2. Ajuste del modelo de decaimiento.
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7.7 Andlisis de respirometria

Para los andlisis de respirometria se utilizaron 6 frascos para cada
tratamiento de AP:LA con 10 g de materia sélida cada uno; los frascos se colocaron
en un recipiente con tapa hermética cuyas caracteristicas se describen en la seccion
7.2; por la valvula de entrada se hizo pasar una corriente constante de aire con un
flujo de 50 mL min! ajustado y monitoreado con un rotdmetro, a la salida del
recipiente se conectdo a unas trampas de silica gel para retener la humedad y
finalmente se conectaron al respirometro para analizar los gases de salida. Se
monitoreo durante 8 dias a 28 °C. Los gases de salida fueron analizados con un
respirometro (Saucedo-Castafieda et al., 1994), desarrollado en la UAM-
Iztapalapa (Figura 7.7.1), el cual tiene acoplado un analizador de gases (Infrared
CO, Controller, Fuji Electric Systems Co., Ltd.), que indica el resultado y
simultaneamente genera una sefial analdgica. La sefial analdgica es enviada a una
tarjeta de captura cuya sefal es interpretada por un software disefiado con el
lenguaje Turbo Pascal, también desarrollado en la UAM-Iztapalapa (Sistema de
Monitoreo de CO,). El analizador emplea un sistema de rayo infrarrojo de no-
dispersion. El analizador mide un rango de 0 a 5 % de CO.. El equipo fue calibrado
con gases al inicio de cada experimento, a 0 % con nitrégeno y con una mezcla de

gases que contenia 5 % de CO,.

Figura 7.7.1. Instalacion del respirémetro para la cuantificacion de CO..
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7.8 Actividad respiratoria.

Las condiciones requeridas para el crecimiento de la biomasa en un cultivo
son: i) un in6culo disponible, ii) una fuente de energia, iii) nutrientes para
proporcionar los materiales esenciales de los cuales la biomasa se sintetiza, iv)
ausencia de inhibidores que eviten el crecimiento, v) condiciones fisicoquimicas
adecuadas (Pirt, 1975).

Si todos los requerimientos para el crecimiento son satisfechos, entonces en
un intervalo pequefio de tiempo (dt), se espera un aumento en la produccion de CO,
(dx) para ser proporcional a la cantidad de CO, (x) presente y para el intervalo de
tiempo, es decir:

dx
_— *
ac AT

El coeficiente diferencial (dx/dt) expresa la tasa de produccion de €O, en el

tiempo, integrando la ecuacién anterior y reordenando se obtiene la ecuaciéon 7.8.1
A menudo hay un retraso antes de que la tasa especifica de produccion de CO,
alcanza su valor maximo. La duracion de este retardo (tiempo lag, Fiag) se calculo
de la gréafica de logaritmo de la producciéon de CO0,, la linea recta es extrapolada al
nivel de la produccion de CO, inicial y la interseccion del eje del tiempo se toma

como el tiempo lag.

En la seccion 8.1.4, se estimaron algunos parametros cinéticos que fueron

calculados utilizando el modelo exponencial (Pirt, 1975):
Ecuacion 7.8.1 X =X, xett
En donde X es la produccién de €0, en el tiempo (mg CO, gasi~1), X, es la

produccion de €0, inicial (mg CO, gasi™?), u es la tasa especifica de produccion de
CO, (h™1), t es el tiempo (h).
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De los andlisis de respirometria, se obtuvieron algunos parametros cinéticos
de las lecturas en linea de CO, en cada mezcla de AP:LA, para ello se utilizo el
modelo descrito por Lareo et al., (2006). En donde se propone una ecuacién para
estimar los valores de X(t) de las mediciones de dCO0,/dt, haciendo una
combinacion entre el modelo logistico (frecuentemente utilizado para describir el
crecimiento fangico) y el modelo de crecimiento de Pirt, (1975), se obtiene la

siguiente ecuacion:

Ecuacién 7.8.2

A P T S
T MM T F Aemt T (T dent

De la ecuacion 7.8.2, se desprenden cuatro parametros:

, Xma
Parametro 1 R, = Eimix

YX /C

En donde Ra es la tasa de produccion de €O, maxima (mg CO, h™1), X4, €S la

cantidad de produccion de CO,méaxima (mg C0O, gasi~1)
Pardmetro 2 U

En donde u es la tasa especifica de produccién de C0,, cuyas unidades son h-.

_ Xmax

Parametro 3 =
Xo—1

En donde A, es un pardmetro adimensional que relaciona la produccion de €O,
maxima (Xnsx) Y la produccion de CO, inicial (X,), ambos pardmetros tienen

unidades de mg €O, gasi.
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; m*YX/C
Parametro 4 m* = 0

En donde m* es un parametro adimensional que relaciona el coeficiente de
crecimiento YX/C (mg CO, mg CO,Y) multiplicado por la constante m llamada

coeficiente de mantenimiento (mg C0, mg C0,* h't), dividido entre la tasa especifica
de produccién de €0, (h71).

Relacionando los pardmetros 1y 4 se obtiene el siguiente pardmetro:

Parametro 5 R, = Ry *m

En donde R, es la tasa de produccion de €0, asociada a mantenimiento
(mg CO, gasi~t), tales funciones de mantenimiento son: recambio de material
celular, trabajo osmaético para mantener gradientes entre la célula y su exterior y
movimiento celular.

7.9 Andlisis estadistico.

Para las tres cepas de hongos entomopatdgenos estudiados, los resultados
obtenidos en la produccion de conidios, porosidad, densidad aparente, viabilidad,
germinacion y los parametros de infectividad, se utilizé un analisis de varianza de
unavia (ANOVA) con la prueba de Tukey para la comparaciéon de medias (p < 0.05).
Para todos los analisis se utiliz6 el software SPSS (SPSS, Chicago, IL).
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ETAPA UNO

En este capitulo se presentan los resultados encontrados sobre el efecto de la
incorporacion del lirio acuatico como texturizante y de la aireacion, ambos sobre la
produccion de conidios, parametros de calidad, infectividad y cinéticos, de
Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea CNRCB1, utilizando dos mezclas de

arroz precocido — lirio acuatico (100-0 y 90-10).

8.1.1 Produccion de conidios con y sin aireacion en dos mezclas de AP:LA

El efecto de la aireacion sobre la produccion de conidios de Metarhizium
anisopliae CP-OAX se presenta en el Gréafica 8.1.1.1, las unidades experimentales
fueron frascos de vidrio, cuyas caracteristicas y condiciones de cultivo se describen
en las secciones 7.2 y 7.3. Se encontr6é una mayor produccién de conidios en los
experimentos sin aireacidon en comparacion con el rendimiento alcanzado en
aquellos donde se empled aireacion. De los resultados obtenidos sin aireacion, hubo
un incremento del rendimiento a partir del tercer dia, alcanzando la mayor
produccion en el dia 7, sin embargo, se encontré diferencia significativa (p<0.05) en
los maximos rendimientos siendo de 2.7x108 conidios gasi! y de 3.6x108 conidios
gasi!, para AP:LA (100:0) y AP:LA (90:10), respectivamente. Por otro lado, con
aireacibn no se encontré diferencia significativa (p>0.05) en la produccion
alcanzada, siendo de 9.4x107 conidios gasiy de 1x108 conidios gasi, para AP:LA
(100:0) y AP:LA (90:10), respectivamente.

En la Tabla 8.1.1.1 se resumen los valores de produccion de conidios en el
dia 7 para ambas mezclas de AP:LA, sin aireacion la produccion obtenida en AP:LA
(90:10) incrementd en un 33%, con respecto a la obtenida en AP:LA (100:0), por
otro lado, al utilizar aireacion la produccion obtenida en AP:LA (90:10) increment6
en un 33%, con respecto a la obtenida en AP:LA (100:0). Los resultados muestran

gue hay un efecto negativo de la aireacidén sobre la produccion de conidios de M.
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anisopliae CP-OAX, sin embargo, hay un efecto positivo al incrementar la

produccién de conidios con la incorporacion del lirio acuético.

3.5E+08

3.0E+08

2.5E+08

2.0E+08

C (conidios gasi?)

1.5E+08

1.0E+08

5.0E+07

0.0E+00

—&— AP.LA (90:10) c/a
—&8— AP:LA (100:0) c/a
A--AP:LA (90:10) s/a
8- - AP:LA (100:0) s/a

A‘"'A
~
/’ ~
b ~

Tiempo (dias)

Gréfica 8.1.1.1. Produccion de conidios por M. anisopliae CP-OAX en mezclas de arroz precocido
(AP) y lirio acuatico (LA); con y sin aireacion (c/a y s/a).

Tabla 8.1.1.1. Produccién de conidios por M. anisopliae CP-OAX en 7 dias.

Ca
Tratamiento Mezcla (conidios gasi?)
AP:LA 9
1x108
. » 100:0 2.7+0.13°
Sin aireacion
90:10 3.6+0.112 (133%)
_ . 100:0 0.9+0.06°
Con aireacion
90:10 1.2+ 0.932 (133%)

ab| os valores promedio en la misma columna con diferente letra indican diferencia significativa entre
los tratamientos (p<0.05).
" Conidios por gramo de arroz seco inicial.
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El efecto de la aireacion sobre la produccion de conidios para Isaria
fumosorosea CNRCB1 se muestra en el Grafica 8.1.1.2, se encontré una mayor
produccién de conidios en los experimentos sin aireacién forzada en comparaciéon
con el rendimiento alcanzado en aquellos donde se aplicé aireacion, ademas la
mayor produccién de conidios se alcanzé a los 7 dias. Sin aireacion, se encontré
diferencia significativa (p<0.05) en los maximos rendimientos siendo de 3.3x10°
conidios gasi? y de 3.6x10° conidios gasi, para AP:LA (100:0) y AP:LA (90:10),
respectivamente.

Por otro lado, con aireacion no se encontro diferencia significativa (p>0.05)
en la produccién alcanzada, con valores de 2.7x10° conidios gasi* y de 2.9x10°
conidios gasi?, para AP:LA (100:0) y AP:LA (90:10), respectivamente. De la misma
manera que con Metarhizium anisopliae CP-OAX, se observd que la aireacion

afectd negativamente la produccién de conidios.
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Grafica 8.1.1.2. Produccion de conidios por I. fumosorosea CNRCB1 en mezclas de arroz
precocido (AP) y lirio acuético (LA); con y sin aireacion (c/a y s/a).
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Enla Tabla 8.1.1.2 se resumen los valores de produccién de conidios a los 7
dias de cultivo para ambas mezclas de AP:LA, en los experimentos sin aireacion la
producciéon obtenida en AP:LA (90:10) increment6é un 9%, por otro lado, con
aireacion no se encontro diferencia significativa (p>0.05) en la produccion de
conidios. Los resultados muestran que hay un efecto negativo de la aireacién sobre
la produccion de conidios de Isaria fumosorosea CNRCBL1, sin embargo, hay un
efecto positivo al incrementar la produccion de conidios con la incorporacion del lirio

acuatico.

Tabla 8.1.1.2. Produccién de conidios por |. fumosorosea CNRCBL1 en 7 dias.

Ca’
. Mezcla .- 1
Tratamiento AP LA (conidios gasi?)
1x10°
. 100:0 3.3+0.09°
Sin
aireacion 90:10 3.6+0.09% (1 9%)
100:0 2.7+0.332
Con
aireacion 90:10 2.9+ 0.052 (T 7%)

ABab| os valores promedio en la misma columna con diferente letra indican diferencia significativa
entre los tratamientos (p<0.05).
" Conidios por gramo de arroz seco inicial.

8.1.2 Pruebas de calidad de los conidios obtenidos

Los resultados encontrados en los parametros de calidad para la cepa M.
anisopliae CP-OAX, se presentan en las Graficas 8.1.2.1 y 8.1.2.2. Sin aireacion
forzada y en ambas mezclas de AP:LA, no se encontré diferencia significativa
(p>0.05) en los porcentajes de germinacién, siendo en promedio del 91%. De
manera opuesta, para ambas mezclas AP:LA se encontrd diferencia significativa

(p<0.05) en la viabilidad e hidrofobicidad, con valores 85% y 78% para la viabilidad
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y del 81% y 31% para la hidrofobicidad, lo que demuestra un efecto negativo del
lirio acuatico como texturizante para la viabilidad e hidrofobicidad de esta cepa.

Por otro lado, con aireacién y en ambas mezclas de AP:LA no se encontré
diferencia significativa (p>0.05) en los porcentajes de germinacion, siendo del 88%
y 83% para las mezclas AP:LA (100:0) y AP:LA (90:10), respectivamente. En
cambio, para ambas mezclas AP:LA se encontro diferencia significativa (p<0.05) en
la viabilidad e hidrofobicidad, con valores 70% y 66% para la viabilidad y del 38% y
21% para la hidrofobicidad. Los resultados muestran el efecto negativo de la
aireacion sobre la disminucién de los parametros de calidad (V, G, y H), ademas la
incorporacion del lirio acuético tiene un efecto negativo sobre la hidrofobicidad.

100 -
90 -
80 -
70 -
60
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 -

u Germinacion
m Viabilidad

= Hidrofobicidad

Porcentaje (%)

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

Gréfica 8.1.2.1. Parametros de calidad en conidios de M. anisopliae CP-OAX, producidos en 6
dias sobre mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA), sin aireacion.
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Grafica 8.1.2.2. Parametros de calidad en conidios de M. anisopliae CP-OAX, producidos en 6
dias sobre mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA), con aireacion.

Los resultados encontrados para los parametros de calidad para la cepa .
fumosorosea CNRCB1, se presentan en las Gréficas 8.1.2.3 y 8.1.2.4. Sin aireacién
y en ambas mezclas de AP:LA, no se encontré diferencia significativa (p>0.05) en
los porcentajes de germinacion y viabilidad, con valores en promedio del 92% y
73%, respectivamente. Contrariamente, para la hidrofobicidad, se encontro
diferencia significativa (p<0.05), con valores 61% y 47% para las mezclas AP:LA
(100:0) y AP:LA (90:10), respectivamente. Por otro lado, con aireacién y en ambas
mezclas de AP:LA no se encontro diferencia significativa (p>0.05) en los porcentajes
de germinacion y viabilidad, siendo del 87% y 85%, respectivamente. En cambio,
para ambas mezclas AP:LA se encontré diferencia significativa (p<0.05) en la
hidrofobicidad, con valores del 37% y 21% en las mezclas AP:LA (100:0) y AP:LA
(90:10), respectivamente. Los resultados reflejan el efecto negativo de la aireacion
sobre la disminucion de los parametros de calidad (G y H), ademas la incorporacion
del lirio acuatico repercute en la disminucion de la hidrofobicidad, lo cual también se
observé con M. anisopliae CP-OAX.
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Gréfica 8.1.2.3. Parametros de calidad en conidios de I. fumosorosea CNRCB1, producidos en 7
dias sobre mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA), sin aireacion.
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Gréfica 8.1.2.4. Parametros de calidad en conidios de I. fumosorosea CNRCB1, producidos en 7
dias sobre mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA), con aireacion.

8.1.3 Pruebas de infectividad

Las pruebas de infectividad de los conidios de M. anisopliae CP-OAX se
realizaron en larvas de Tenebrio molitor y Galleria mellonella, los parametros de
infectividad encontrados en cada insecto hospedero se muestran en las Tablas

8.1.3.1y 8.1.3.2, respectivamente. En todos los tratamientos se utilizaron conidios
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obtenidos a los 6 dias de cultivo. Cuando se realizaron las pruebas con T. molitor y
usando conidios obtenidos de cultivos sin aireacién (Tabla 8.1.3.1), en ambas
mezclas de AP:LA se encontro diferencia significativa (p<0.05) en los valores de t,,
pero no se encontrd diferencia significativa (p>0.05) en el TLso y S. Asimismo, en
conidios de ambas mezclas de AP:LA obtenidos en cultivos con aireacion, no se
encontré diferencia significativa (p>0.05) en to, sin embargo en la mezcla AP:LA
(90:10) no se alcanzd6 el TLso, por consiguiente hubo un mayor porcentaje de

sobrevivencia (70%), lo que explica la diferencia significativa (p<0.05) en S.

Tabla 8.1.3.1. Parametros de infectividad de M. anisopliae CP-OAX en larvas de T.
molitor, utilizando conidios cosechados a los 7 dias.

. Mezcla . .
Tratamiento AP LA to TLso S
(d) (d) (%)
Sin aireacion 100:0 4.85+0.192 8.32+2.05% 8.33+1.712
90:10 6.30+0.86" 7.67+1.192 6.67+1.342
Con aireacion 100:0 6.98+0.48P 10.09+1.842 26.67+3.12°
90:10 7.60+1.62° - 70.00+3.76°¢

" Tiempo de retardo, es el tiempo que tarda en aparecer la primera larva muerta.

™ Tiempo letal medio, cuando se alcanza el 50% de mortalidad.

™ Porcentaje de sobrevivencia.

ab| os valores promedio por tratamiento en la misma columna, con diferente letra indican diferencia
significativa entre los tratamientos (p<0.05).
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Tabla 8.1.3.2. Parametros de infectividad de M. anisopliae CP-OAX en larvas de G.
mellonella, utilizando conidios cosechados a los 7 dias.

Mezcla .

Tratamiento AP LA to TLso S
(d) (d) (%)
Sin aireacion 100:0 6.27+1.302 7.961+1.272 7.50+0.692
90:10 6.14+1.212 9.02+1.26% 15.0+1.45P
Con aireacion 100:0 6.06+0.912 8.38+0.792 12.5+2.21P
90:10 6.17+0.892 7.81+0.83% 10.0+1.19°

" Tiempo de retardo, es el tiempo que tarda en aparecer la primera larva muerta.

™ Tiempo letal medio, cuando se alcanza el 50% de mortalidad.

™ Porcentaje de sobrevivencia.

ab| os valores promedio por tratamiento en la misma columna, con diferente letra indican diferencia
significativa entre los tratamientos (p<0.05).

Los parametros de infectividad obtenidos con los bioensayos realizados en
larvas de Galleria mellonella se muestran en la Tabla 8.1.3.2, en ambas mezclas de
AP:LA se encontr6 que los conidios producidos sin aireacion no mostraron
diferencia significativa (p>0.05) en t, y TLso, Sin embargo, se encontr6 diferencia
significativa (p<0.05) en S, con el valor menor de 7.5% en AP:LA (100:0). Por otro
lado, en los conidios producidos con aireacién no hubo diferencia significativa en los

parametros de infectividad to, TLso Y S para en ambas mezclas de AP:LA.

Las pruebas de infectividad de los conidios de I. fumosorosea CNRCB1 se
realizaron en larvas de Galleria mellonella, para los bioensayos se utilizaron dos
concentraciones diferentes con la finalidad de encontrar diferencias entre los
parametros de infectividad obtenidos para cada tratamiento, las concentraciones de
indculo fueron 1x108 conidios mL* y de 5x107 conidios mL™, sin embargo, no se
encontré diferencia, por lo tanto, se recomienda disminuir la concentracion de
inbculo a 1x107 conidios mL™?, los parametros de infectividad encontrados se
muestran en las Tablas 8.1.3.3 y 8.1.3.4. Los resultados muestran que los conidios
de I. fumosorosea CNRCB1 producidos en las mezclas de AP:LA (100:0) y AP:LA
(90:10) con o sin aireacion, son altamente infectivos en larvas de G. mellonella ya

gue no se encontrd diferencia significativa (p>0.05) en los parametros de
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infectividad to, TLso y S realizando bioensayos en 2 concentraciones diferentes, por
otro lado, se recomienda realizar otro bioensayo disminuyendo la concentracion del

indculo a 1x107 conidios mL*, dado que esto ayudaria a discriminar las cepas y el

posible efecto del texturizante y la aireacion.

Tabla 8.1.3.3. Pardmetros de infectividad de I. fumosorosea CNRCB1 en larvas de G.

mellonella, utilizando un inéculo de 1x108 conidios mL71.

Mezcla

Tratamiento AP LA to TLso S
(d) (d) (%)

Sin aireacion 100:0 3.55+0.682 3.75+0.66% 0

90:10 3.91+0.912 4.15+0.922 0

Con aireacion 100:0 3.87+0.592 4.16+0.612 0

90:10 4.08+0.932 4.34+0.842 0

" Tiempo de retardo, es el tiempo que tarda en aparecer la primera larva muerta.

™ Tiempo letal medio, cuando se alcanza el 50% de mortalidad.

™ Porcentaje de sobrevivencia.

ab| os valores promedio por tratamiento en la misma columna, con diferente letra indican diferencia
significativa entre los tratamientos (p<0.05).

Tabla 8.1.3.4. Parametros de infectividad de |. fumosorosea CNRCB1 en larvas de G.

mellonella, utilizando un in6culo de 5x107 conidios mL?

Tratamiento 'Xl\ngf to” TLgo ™ S™
(d) (d) (%)
Sin aireacion 100:0 3.931+0.922 4.006+1.022 0
90:10 3.70+1.552 3.93+1.632 0
Con aireacion 100:0 4.24+1.402 4.71+1.252 0
90:10 3.73+0.392 4.05+0.702 0

" Tiempo de retardo, es el tiempo que tarda en aparecer la primera larva muerta.

™ Tiempo letal medio, cuando se alcanza el 50% de mortalidad.

™ Porcentaje de sobrevivencia.

ab| os valores promedio por tratamiento en la misma columna, con diferente letra indican diferencia
significativa entre los tratamientos (p<0.05).
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8.1.4 Andlisis respirométrico

La técnica de respirometria ha sido utilizada para monitorear la actividad
metabdlica de hongos en cultivos sélidos (Braga et al., 1999; Rahardjo et al., 2002;
Barranco-Florido et al., 2002; Arzumanov et al., 2005). Para las cepas |.
fumosorosea CNRCB1 y M. anisopliae CP-OAX, se observaron tendencias
similares en la evolucién de CO, (Grafica 8.1.4.1); inicialmente una etapa en donde
no hay produccion de CO,, posiblemente asociada a la fase lag (fiag) que describe
gue los hongos estan metabdlicamente activos sin estar creciendo, posteriormente
unafase de produccién de CO, acelerada (fase exponencial) y finalmente una etapa
lineal. La fase lag fue calculada trazando una linea recta en la fase de crecimiento
lineal intersectando con el eje x, mientras que la tasa de produccion de CO,
corresponde a la pendiente de la fase lineal y para calcular la tasa especifica de
produccion de CO; se utilizé el modelo exponencial tomando como criterio para su

calculo utilizar los datos hasta un tiempo equivalente a dos veces la fase lag.

M.a AP:LA (90:10)
M.a AP:LA (100:0)
.f AP:LA (90:10)
I.f AP:LA (100:0)
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Grafica 8.1.4.1. Produccion de CO; por M. anisopliae CP-OAX e I. fumosorosea CNRCB1 en
mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA) durante 9 dias de cultivo.
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Los analisis de respirometria permitieron calcular los parametros cinéticos
gue se presentan en la Tabla 8.1.4.1. Para M. anisopliae CP-OAX le toma casi 42
horas su fase lag en la mezcla AP:LA (90:10), la cual es mayor en comparacion con
la mezcla AP:LA (100:0), la tasa especifica de produccion de CO; (ucoz) es
ligeramente menor en AP:LA (90:10), de forma indirecta nos indica el tiempo que
tarda en duplicarse la cepa en cada tratamiento, por otro lado, su tasa de produccion
de CO; (Vcoz) es 3 veces mayor, lo que se refleja en una mayor produccion de CO;
y se puede pensar que esta asimilando mejor el sustrato (arroz) en la mezcla AP:LA

(90:10), también indica que tan rapido convierte la fuente de carbono a CO..

Para |. fumosorosea CNRCBL el tiempo de la fase lag (fiag), |a tasa especifica
de produccion de CO; (ucoz) y la tasa de produccion de CO, en ambas mezclas de
AP:LA son muy similares, sin embargo hay un ligero incremento en la produccién
de CO, acumulada en la mezcla AP:LA (90:10), lo que sugiere que este hongo

asimila mejor el sustrato en ésta mezcla de AP:LA.

Tabla 8.1.4.1. Parametros cinéticos obtenidos por respirometria para los hongos M.
anisopliae CP-OAX e I. fumosorosea CNRCBL.

Hongo ngﬁf flag Hco2 Vco2

' (h) (h?) mg CO, gasith
M. anisopliae 100:0 33.0 0.06 0.4
90:10 419 0.04 1.2
I. fumosorosea 100:0 35.7 0.06 2.1
90:10 36.1 0.06 2.2
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8.2 ETAPA DOS

En este capitulo se presentan los resultados encontrados acerca del efecto de
las proporciones de AP:LA en la porosidad del lecho de empaque, a su vez, el efecto
de la porosidad sobre la produccion de conidios, parametros de calidad e

infectividad de dos cepas |. fumosorosea y una de M. anisopliae.

8.2.1 Efecto de las proporciones AP:LA sobre la porosidad del lecho de empaque

La incorporacién del lirio acuatico en mezclas con arroz incrementd
significativamente (p<0.05) la porosidad (¢), y en consecuencia disminuyo
significativamente (p<0.05) la densidad aparente (Grafica 8.2.1.1); en ambos
parametros se encontré una correlacion lineal cuyas ecuaciones y coeficientes de
correlacion fueron, Y=0.0051*X+0.1989; R?=0.947 y Y=-0.1663*X+0.8653;
R2=0.931, respectivamente.
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Gréfica 8.2.1.1. Porosidad (circulos) y densidad aparente (tridngulos) en mezclas de arroz
precocido-lirio acuéatico (AP:LA). La correlacién lineal se indica como linea punteada.
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8.2.2 Efecto de la porosidad sobre la produccion de conidios

Las cinéticas de produccion de conidios para las cepas de Isaria fumosorosea
ARSEF3302 y la CNRCB1 se muestran en las Graficas 8.2.2.1 y 8.2.2.2,
respectivamente. En ambas cepas la maxima produccion de conidios de observo en
el dia 8 para todas las mezclas de arroz precocido-lirio acuatico (AP:LA). Para la
cepa CNRCB1 los niveles de produccion fueron significativamente diferentes
(p<0.05), con un incremento de 1.33 veces paralas mezclas 90:10 y 80:20. De forma
similar, para la cepa ARSEF3302 en la mezcla 80:20 se alcanzé los mas altos
niveles de produccion, con un incremento de 1.55 veces comparado con el control.
Sin embargo, para ambas cepas en la mezcla 70:30 hubo niveles de conidiaciéon

similares al tratamiento sin texturizante (AP:LA=100:0) (p>0.05).
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Gréfica 8.2.2.1. Cinéticas de produccién de conidios durante 8 dias para la cepa Isaria
fumosorosea ARSEF3302 en mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA).

Se ha reportado la produccion de conidios de las cepas Isaria fumosorosea

del orden de 1x10° conidios por gramo de substrato solido inicial (Kim et al., 2010;
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Moura-Mascarin et al., 2010). Los resultados obtenidos en esta investigacion han
sido en un intervalo de 1.3x10° a 6.9x10° conidios por gramo de arroz seco inicial.
Esto es un buen resultado, considerando que la dosis propuesta es de 1x1013
conidios asperjados por hectarea (Jackson et al., 2010), por lo que solamente se
requiere de 1.5 a 8 Kg de substrato (granos de arroz) para producir la dosis

recomendada de conidios para un solo tratamiento en campos de cultivo.
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Gréfica 8.2.2.2. Cinéticas de produccion de conidios durante 8 dias para la cepa Isaria
fumosorosea CNRCB1 en mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA).

Se realizaron cinéticas de produccion de conidios para la cepa de
Metarhizium anisopliae CP-OAX las cuales se muestran en la Grafica 8.2.2.3. No se
encontré diferencia significativa (p>0.05) en la produccion alcanzada en los
tratamientos AP:LA=100:0 y 90:10, con una produccién promedio de ~3x108
conidios gasit. De forma andloga no se encontrd diferencia significativa (p>0.05)
con las mezclas AP:LA=80:20 y 70:30, con una produccién de ~ 6x108 conidios gasi-
1, Sin embargo, se encontré diferencia significativa (p<0.05) en la produccién de
conidios en las mezclas AP:LA=80:20 y 70:30, con un incremento de 2 veces

comparado con los tratamientos AP:LA=100:0 y 90:10.
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Grafica 8.2.2.3. Cinéticas de produccidn de conidios durante 8 dias para la cepa Metarhizium
anisopliae CP-OAX en mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico (LA).

El lirio acuatico fue incorporado como un texturizante para evitar la
compactacion del sustrato basado en arroz, con ello se incrementa la porosidad (&)
del lecho y en consecuencia se promueve la transferencia de oxigeno. El impacto
de este texturizante sobre la produccion de conidios fue analizado. Cuando se utilizé
una mezcla con 30% de texturizante, la produccion de conidios por gramo de arroz
seco inicial fue menor comparado con los otros tratamientos, ademas, no hubo
diferencia significativa con el control (AP:LA=100:0). Este comportamiento ya fue
observado con Beauveria bassiana, con altas proporciones de texturizante (bagazo
de cafia de azucar) se reduce la produccion de conidios por gramo de materia sélida
total. En contraste, no hubo diferencia significativa (p<0.05) cuando la produccion
de conidios fue reportada por gramo de salvado de trigo (substrato principal)

(Nufiez-Gaona et al., 2010). En este estudio, ambas cepas de Isaria fumosorosea
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crecieron principalmente sobre los granos de arroz (el arroz fue el Gnico substrato),
no se observé crecimiento significativo o apreciable sobre el lirio acuatico (Figura
8.2.2.1), tampoco se observo conidiacion de ambas cepas de Isaria fumosorosea
sobre las particulas del lirio acuatico (AP:LA=0:100). Arzumanov et al. (2005)
reportaron resultados similares en cultivo en soporte sélido usando arroz como
sustrato y bagazo de cafia como texturizante (50:50), observaron que Metarhizium
anisopliae creci6 casi exclusivamente sobre los granos de arroz. Para ambas cepas
de I. fumosorosea, se realizaron experimentos utilizando solamente lirio acuético
(AP:LA=0:100) y no se observo crecimiento. Esto muestra que |. fumosorosea y M.
anisopliae prefieren arroz como fuente de carbono principal, posiblemente se debe
a la baja produccién de enzimas lignoceluloliticas, requeridas para hidrolizar los

componentes del lirio acuatico o bagazo de cafia de azucar, en estos hongos.

AP : LA (%)

"

Figura 8.2.2.1. Fotografias de cultivos de Isaria fumosorosea CNRCB1 (A) y ARSEF3302 (B) en el
dia 8, obtenidas en mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuético (LA).

Los resultados de las Graficas 8.2.2.1, 8.2.1.1 y 8.2.2.2 apoyan que los
valores extremos de porosidad (£~0.24 y 0.48) son los menos favorables para la

produccion de conidios comparado con los valores intermedios (£~0.35+0.05). En la
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Tabla 8.2.2.1 se muestra un andlisis estadistico de la produccion de conidios en
funcion de la porosidad y en tres experimentos independientes (experimentos
realizados en diferentes dias) y cada uno con tres réplicas (triplicado). Se debe notar
gue en el testigo (sin arroz, AP:LA= 0:100) no se observé crecimiento y en
consecuencia no hubo conidiacion, este efecto descarta el uso alternativo del lirio
acuatico como substrato (€~0.48+0.01), aunque si puede usarse como texturizante

en los niveles establecidos en este estudio.

Tabla 8.2.2.1. Efecto de la porosidad en la produccion de conidios de las cepas de Isaria
fumosorosea CNRCB1 y ARSEF3302.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

Cepa & ca” ca™ ca”
(adimensional) Conidios gasi* Conidios gasi* Conidios gasi?

1x10° 1x10° 1x10°
0.24 1.2 + 0.04° 153 + 0.06° 237 = 0.43°
| fumosorosea 0.34 1.6 =+ 0.112 25 + 0102 4.17 + 0.10°
CNRCB1 0.36 1.6 + 0.113b 247 + 0.122 393 + 0.272
0.40 1.3 + 0.11°¢ 1.37 + 0.04° 259 + 0.14°
0.24 47 * 0.21° 446 + 0.37° 197 + 0.07¢
|. fumosorosea 0.34 58 + 0.16° 6.02 + 0.158 4.08 + 0.12°
ARSEF3302 0.36 73 £ 0.282 6.89 + 0.752 5.07 + 0.252
0.40 47 = 0.22° 3.77 + 0.13° 21 + 0.16°

Tres replicas fueron analizadas en el dia 8

* Porosidad

™ Conidios por gramo de arroz seco inicial
c¢de | os valores promedio en la misma columna con diferente letra indica diferencia significativa entre

los tratamientos (p<0.05).

La incorporacion del lirio acuatico fue efectivo para incrementar el valor de ¢,

hasta alcanzar un nivel critico entre 0.34 y 0.36, por lo tanto se incrementa el area
superficial y se mejora el intercambio gaseoso de acuerdo a Arzumanov et al.,
2005; esto fue relacionado con la alta produccién de conidios. Cuando los hongos
crecen sobre substrato sélido, la densidad de empaque (Dorta y Arcas, 1998) y la

altura del lecho afectan la produccion de conidios (Kang et al., 2005), asi una alta
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densidad de empaque puede limitar la aireacion y por lo tanto el intercambio de
gases en la parte inferior del lecho. Esta situacion puede afectar adversamente el

crecimiento del hongo (Figueroa-Montero et al., 2011).

Con la finalidad de explicar porque la porosidad tiene un valor 6ptimo para la
produccion de conidios, Miranda et al., (2013) y Miranda et al.,, (2014),
demostraron que la porosidad del poliuretano como soporte inerte tiene un efecto
bifasico en la produccion de especies reactivas de oxigeno y en la induccién de
superoxido dismutasa de Aspergillus terreus. Esta es un &rea interesante de
investigar porque sefiala laimportancia de las propiedades estructurales del soporte
sélido que van mas alla de la composicion de los substratos sélidos, y sobre los
posibles efectos fisioldgicos vinculados con la transferencia de oxigeno y la
ocupaciéon del espacio intersticial por el micelio, segun lo sugerido por trabajos
previos (Auriaetal.,1991; Volke-Sepulveda et al., 2003). Como una consecuencia
practica, los presentes resultados indican la necesidad de medir la porosidad como
un pardmetro de cultivo que cambia el rendimiento de conidios por gramo de
substrato inicial. También existe la posibilidad de modificar este parametro
estructural por la mezcla adecuada de granos faciles de metabolizar, con fibras que

no se consumen. Es decir, granos de arroz mezclados con fibras de lirio acuatico.

Al analizar si la extraccién de conidios puede ser afectada por usar diferentes
cantidades de Tween 80, un experimento simultaneo se llevo a cabo utilizando 80
mL de Tween 80 (solucién al 0.05 %) para realizar la extraccion de conidios de cada
botella. Para la cepa CNRCB1 no se encontr¢ diferencia significativa (p<0.05) en la
extraccion de conidios usando diferentes volimenes de Tween 80 (solucion al 0.05
%) o un mismo volumen (80 mL), para cada tratamiento con diferentes cantidades
de texturizante (Tabla 8.2.2.2). Por otro lado, para la cepa ARSEF3302 se encontrd
diferencia significativa (p>0.05) solamente en el tratamiento AP:LA=100:0. Sin
embargo, los perfiles de mejorar la produccion de conidios en las mezclas AP:LA=
90:10 (¢=0.34) y 80:20 (£=0.36) fueron siempre consistentes en ambas cepas (Tabla
8.2.2.3).
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Tabla 8.2.2.2. Extraccion de conidios producidos en el dia 8 por I. fumosorosea CNRCBL.

Mezcla Diferente volumen de Tween” Igual volumen de Tween™
AP:LA Ca™ C.
(%) (Conidios gasi™) (Conidios gasi™)

1x10° 1x10°

100:0 1.17 + 0.12° 1.04 + 0.03¢

90:10 1.93 + 0.252 1.93 + 0.132

80:20 1.76 * 0.15ab 1.76 + 0.192

70:30 1.48 + 0.10b:c 14 + 0.10°

" 60 mL de Tween 80 (solucién al 0.05 %) fue utilizado para las mezclas 100:0 y 90:10, mientras que
70y 80 mL se utilizaron en las mezclas 80:20 y 70:30, respectivamente.

™ Extraccién de conidios utilizando igual volumen (80 mL) de Tween 80 (solucién al 0.05 %) en cada
mezcla.

™ Conidios por gramo de arroz seco inicial.

abc valores promedio en la misma columna con diferente letra indican diferencia significativa
(p>0.05); no se encontrd diferencia significativa (p<0.05) cuando se realiz6 la comparacién entre
filas.

Tabla 8.2.2.3. Extraccion de conidios producidos en el dia 8 por I. fumosorosea

ARSEF3302.

Mezcla Diferente volumen de Tween” Igual volumen de Tween™
AP:LA Ca™ c.

(%) (Conidios gasi™) (Conidios gasi™)

1x10° 1x10°

100:0 0.28 + 0.01¢ 0.50 * 0.02°c
90:10 0.91 + 0.08° 0.79 + 0.09°
80:20 1.31 + 0.042 1.24 + 0.092
70:30 1.15 + 0.02b 1.14 + 0.062

" 60 mL de Tween 80 (solucién al 0.05 %) fue utilizado para las mezclas 100:0 y 90:10, mientras que
70 y 80 mL se utilizaron en las mezclas 80:20 y 70:30, respectivamente.

™ Extraccion de conidios utilizando igual volumen (80 mL) de Tween 80 (solucién al 0.05 %) en cada
mezcla.

™ Conidios por gramo de arroz seco inicial.

abcd valores promedio en la misma columna con diferente letra indican diferencia significativa
(p<0.05).

* Significa que se encontrd diferencia significativa (p>0.05) cuando la comparacion se realizo entre
las filas.
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8.2.3 Efecto de la porosidad sobre los parametros de infectividad.

Para ambas cepas de |. fumosorosea, las pruebas de infectividad realizadas
con Galleria mellonella, se hicieron con conidios obtenidos en el dia 8, como ya se
describio en los materiales y métodos. La Figura 8.2.3.1 muestra los estados tipicos
de infeccion de larvas de G. mellonella por |. fumosorosea. En los parametros to y
TLso no se encontrd diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos para la
cepa CNRCB1 (Tabla 8.2.3.1). Esto indica que los conidios aéreos producidos en
cada mezcla, inician su ciclo infectivo en un tiempo similar (entre 5.9 y 6.9 dias),
ademas matan el 50 % de la poblacion entre 7.9 y 8.2 dias; aunque los valores de
S (nivel de sobrevivencia asintotica) difieren entre las muestras, los conidios
obtenidos en las mezclas AP:LA= 100:0 y 90:10 alcanzaron la mayor mortalidad, se
encontro diferencia significativa (p<0.05) entre los demas tratamientos. El hecho de
que la cepa ARSEF3302 fue menos letal con larvas de G. mellonella (S<50%)
comparado con la cepa CNRCB1, hace irrelevante la evaluacion del TLso. Sin
embargo, no se encontré diferencia significativa en los valores de to. Por lo tanto, al
incorporar el lirio acuatico mezclado con arroz no hubo ningun efecto perjudicial
sobre los parametros de infectividad de ambas cepas de |. fumosorosea, cuando se
evaluaron en larvas de G. mellonella, ya que el efecto principal fue en los niveles de

conidiacion.

El analisis de los parametros de infectividad demostré que los conidios de la
cepa CNRCB1 alcanzaron un valor de S entre 12 y 24 %, con un TLso entre 7.9y
8.6 dias. Los valores fueron similares a los reportados recientemente por Carrillo-
Pérez et al. (2013), para conidios producidos en cultivo superficial de la cepa Isaria
fumosorosea P43A, en bioensayos sobre larvas de G. mellonella (8.3 + 1.45 dias).
Por otro lado, los conidios producidos por la cepa ARSEF3302 presentaron un valor
promedio de S =~ 55%, y el to fue similar entre todas las mezclas de AP:LA (to ~# 6
dias), similar a los obtenidos por la cepa CNRCBL1 (to # 6.5 dias); sin embargo, la

cepa ARSEF3302 resultd ser menos infectiva que la cepa CNRCB1, esta
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observacion coincide con otro estudio reciente que muestra que la cepa
ARSEF3302 fue menos infectiva contra larvas de G. mellonella comparado con la
cepa CNRCB1 (Miranda-Hernandez et al., 2014). Ademas, las condiciones para
una produccion elevada de conidios no son necesariamente las Optimas para
obtener conidios de alta calidad (Tarocco et al., 2005; Rodriguez-Gomez et al.,
2009).

Tabla 8.2.3.1. Parametros de infectividad de los conidios obtenidos de cultivos con
distinta porosidad, de las cepas de |. fumosorosea CNRCB1 y ARSEF3302 sobre larvas
de G. mellonella como insecto hospedero.

= = R ==
Cepa
(dias) (dias) (%)
0.24 6.92+0522  8.28+0.472 12 + 4.47¢
|. fumosorosea  0.34 6.67+1.112  859+0.482 14 +5.48b°
CNRCB1 0.36 6.46+0.832  8.09+0.692 22 +4.472b
0.40 5.92+0.80%  7.93 +0.232 24 +5.482
0.24 5.55 + 0.642 NA® 42 +8.37P
|. fumosorosea (.34 6.53 + 1.202 NA® 50 + 10.02b
ARSEF3302 0.36 6.55 + 0.692 NA® 56 + 5.482
0.40 5.10 +0.812 NA® 58 + 4.472
* Porosidad.

™ Tiempo de retardo, es el tiempo que tarda en aparecer la primera larva muerta.

™ Tiempo letal medio, cuando se alcanza el 50% de mortalidad.

"™ Porcentaje de sobrevivencia.

abe Jos promedio en la misma columna con diferente letra indican diferencia significativa (p <
0.05).

* No alcanzado.
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Figura 8.2.3.1. Estados tipicos de infeccion de larvas Galleria mellonella por Isaria fumosorosea
CNRCB1: a) larva no infectada; b) larva melanizada; c) larva con micosis. Los parametros de
infectividad son descritos en el texto

8.2.4 Efecto de la porosidad sobre la viabilidad y germinacion

Se determind la viabilidad y la germinacion como parametros de calidad de
los conidios obtenidos en cada una de las mezclas de AP-LA. Para las tres cepas
estudiadas, en la viabilidad no se encontré diferencia significativa (p>0.05), siendo
en promedio = del 90%, mientras que en la germinacion no tuvo diferencia
significativa (p>0.05) en cada uno de los tratamientos, con una valor promedio = del
75%, los valores se presentan en la Tabla 8.2.4.1, Tabla 8.2.4.2 y Tabla 8.2.4.3,
paralas cepa |. fumosorosea CNRCB1, |. fumosorosea ARSEF3302 y M. anisopliae
CP-OAX, respectivamente. Estos resultados demuestran que la incorporacion del
liro acuético como agente texturizante no altera ambos parametros,
independientemente de la cepa estudiada y de la porosidad, lo cual resulta
interesante, debido a que se recomienda un valor de viabilidad y germinaciéon del

80% para la elaboracién de un formulado (Alatorre-Rosas, 2006).
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Tabla 8.2.4.1. Pruebas de calidad de conidios de Isaria fumosorosea ARSEF3302 en

CSS.
& Germinacion Viabilidad
% %
0.24 90.62 + 147° 76.67 + 2.52°
0.34 90.06 + 1.83% 7833 + 3.93°
0.36 90.16 + 3.22° 7433 + 4.18*
0.40 90.65 + 0.88% 76.67 + 186"

" Porosidad.
A Medias en la misma columna con letras distintas indican diferencia significativa entre las medias
(p < 0.05).

Tabla 8.2.4.2. Pruebas de calidad de conidios de Isaria fumosorosea CNRCB1 en CSS.

. Germinacion Viabilidad
£
% %
0.24 9112 +  1.06" 7467 + 1534
0.34 9166 =  0.95* 7789 + 2414
0.36 9251 +  0.69* 7733 + 338"
0.40 90.87 +  087* 7522 + 4.22%

" Porosidad.
A Medias en la misma columna con letras distintas indican diferencia significativa entre las medias
(p < 0.05).

Tabla 8.2.4.3. Pruebas de calidad de conidios de Metarhizium anisopliae CP-OAX

en CSS.
X Germinacion Viabilidad
£

% %
0.24 90.23 = 2.00% 76.67 = 1.20%
0.34 90.23 + 1.97° 7467 * 4.16°
0.36 91.95 * 269" 76.11 * 3.34%
0.40 90.68 + 224 7422 + 2877

" Porosidad.
A Medias en la misma columna con letras distintas indican diferencia significativa entre las medias
(p < 0.05).
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8.2.5 Produccién de conidios con lirio acuético de Xochimilco

Con la finalidad de buscar diferencias entre dos lotes de lirio acuatico, se uso
un lote obtenido de la empresa TEMA (Seccion 7.2) y otro obtenido de Xochimilco
y proporcionado en la Planta de Fermentacion en Medio Sélido (PP4, Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa). Se utilizé lirio acuatico de Xochimilco en una
mezcla de tallo con hojas con una proporcion 1:1, se incorporé mezclandolo con
arroz precocido, en las condiciones y tratamientos como se describié en la seccion
7.2. Se encontro que la porosidad fue mas alta con el lirio de Xochimilco (Grafica
8.2.5.1), comparado con la obtenida en el lirio de TEMA, la porosidad incrementé
significativamente (p<0.05), con una correlacién lineal cuya ecuacion y coeficiente
de correlacion fueron: Y=0.0478*X+0.2789; R?=0.823, respectivamente. En la
ecuacion lineal, la variable independiente (X) indica la proporcién (% peso/peso) de
arroz-texturizante y la variable dependiente (Y) representa la porosidad (¢€).

0.6

0.5

0.4

0.3

Porosidad, ¢

0.2

0.1 O Lirio TEMA
O Lirio Xochimilco

0.0
100:0 90:10 80:20 70:30 0:100

AP:LA (%p/p)

Grafica 8.2.5.1. Porosidad en mezclas de arroz precocido con lirio acuatico obtenido de dos lotes
diferentes. La correlacion lineal se indica como linea punteada.
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Utilizando el lirio acuatico Xochimilco, se realizaron cinéticas de produccion
de conidios para las cepas de Isaria fumosorosea CNRCB1 y ARSEF3302, los
resultados se muestran en las Graficas 8.2.5.2 y 8.2.5.3, respectivamente. Para la
cepa CNRCBL1 los niveles de produccién obtenidos a los 8 dias de cultivo fueron
significativamente diferentes (p<0.05), con un incremento de ~ 2 veces entre las
mezclas 80:20 y 100:0. De forma similar, para la cepa ARSEF3302 se alcanzaron
altos niveles de producciéon en 6 dias, no se encontré diferencia significativa
(p>0.05) en las mezclas 80:20 y 70:30 con una produccion ~ 4x10° conidios gasi,
sin embargo, fueron significativamente diferentes (p<0.05) comparado con la
mezcla 100:0, con un incremento de ~ 4 veces. Sin embargo, al utilizar el lirio
acuatico de Xochimilco en ambas cepas se encontré una respuesta distinta en los
niveles de conidiacién en comparacion con los resultados obtenidos al utilizar el lirio

de TEMA como texturizante.

5.E+09 - --B-- AP:LA (100:0)

—A— AP:LA (90:10)
5.E+09 —6— AP:LA (80:20)

—a— AP:LA (70:30) 1
4.E+09 —%— AP:LA (0:100)

4. E+09

3.E+09

3.E+09

2.E+09

2.E+09

Produccién de conidios (conidios gasi-t)

1.E+09

5.E+08

0.E+00

Tiempo (Dias)

Grafica 8.2.5.2. Cinéticas de produccién de conidios durante 8 dias para la cepa Isaria
fumosorosea CNRCB1 en mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuético de Xochimilco (LAX).
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Con relacion a la composicion de compuestos lignoceluldsicos del lirio, esta
depende de la fraccion que se analiza (tallo, hoja o lirio sin raiz); sin embargo, en
general se ha reportado un alto contenido de cenizas (de 11 a 22% bs) y de lignina
(8 a18%). El contenido de material lignocelulésico es mayor en hojas que en tallos
(Tabla 8.2.5.1). Sin embargo, el contenido de hemicelulosa en los tallos es mayor
(Juérez-Luna, 2011).

Tabla 8.2.5.1. Composicién promedio de las fracciones tallo y hoja y lirio TEMA.

Seccién Lote Hemicelulosa Celulosa Lignina
% % %
tallo + hoja TEMA 28.15 8.63 14.67
tallo Xochimilco 28.94 15.81 9.35
hoja Xochimilco 22.11 23.72 17.27

Tomado de Juéarez-Luna, (2011).

Con base en los datos reportados por Juarez-Luna, (2011), se construyé la
Tabla 8.2.5.2, en donde se observa que la composicién de lignina, hemicelulosa y
celulosa en el lote de lirio TEMA, se asemeja con la composicion del lirio Xochimilco,
esto significa, que el lote TEMA puede ser una mezcla de un lirio de
aproximadamente 11 meses de edad (Juarez-Luna, 2011), cuya composiciéon no
puede asociarse al efecto positivo que tuvo en el tratamiento AP:LA 70-30 sobre la
produccioén de conidios en las cepas de Isaria fumosorosea, ese efecto puede estar
relacionado con la porosidad generada con la mezcla de lirio Xochimilco (50% tallo

y 50% hoja) que es superior en comparacion con el lirio TEMA (Gréfica 8.4.1).
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Gréfica 8.2.5.3. Cinéticas de produccion de conidios durante 8 dias para la cepa Isaria

--B8-- AP:LA (100:0)
—a&A— AP:LA (90:10)
—&— AP:LA (80:20)
—e— AP:LA (70:30)
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Tiempo (Dias)

fumosorosea ARSEF3302 en mezclas de arroz precocido (AP) y lirio acuatico de Xochimilco (LAX).

Tabla 8.2.5.2. Composicion promedio de las fracciones tallo y hoja y lirio TEMA.

Lote de lirio Mezcla AP:LA Hemicelulosa Celulosa Lignina
% p/p g g g
100-0 0 0 0
90-10 0.282 0.086 0.147

TEMA

80-20 0.563 0.173 0.293
70-30 0.845 0.259 0.440
100-0 0 0 0

XOCHIMILCO 90-10 0.255 0.198 0.133
80-20 0.511 0.395 0.266
70-30 0.766 0.593 0.399
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8.3 ETAPA TRES

En este capitulo se determind el efecto de la porosidad sobre las tasas de
respiracion maxima (Rmax) Y la asociada al mantenimiento (Re), a su vez, se realizo

una correlacion de estos parametros cinéticos con la produccién de conidios.

8.3.1 Correlacion entre las tasas de respiracidn maximay asociada a mantenimiento
sobre la produccion de conidios

Los analisis de respirometria paralas cepas de Isaria fumosorosea CNRCBL1
y ARSEF3302 se muestran en las Graficas 8.3.1 y 8.3.2, respectivamente. Para la
cepa CNRCB1 a los 8 dias de cultivo se alcanzo6 la mayor produccion de conidios
en todas las mezclas de AP:LA (Gréfica 8.3.1 A), en los tratamientos con 10y 20 %
de LA se obtuvo el mayor rendimiento con un incremento de = 2.8 y 3.4 veces,
respectivamente. Para todas las mezclas de AP:LA, la tasa maxima de respiracion
(Rméx) se alcanzo alos 3 dias de cultivo que es el tiempo en que inicia la produccion
de conidios, es decir, el indice de conidiacion es superior al inéculo inicial (Grafica
8.3.1 B). Ademés, se encontré que hay un intervalo de porosidad ¢ ~ entre 0.26 y
0.31, en donde la tasa de respiracion asociada al mantenimiento (Re) y Rmax son
maximas (Grafica 8.3.1 C), aunque no es proporcional al nivel de conidiacion
alcanzado en cada valor de porosidad. Del mismo modo, es evidente observar que
aunvalorde Re ~1.2 mgCO,gasith'yRmax~1.8 mgCO,gasi*h?,laproduccion

de conidios es maxima (Grafica 8.3.1 D).

Para la cepa ARSEF a los 8 dias de cultivo se alcanzé la mayor produccion
de conidios en todas las mezclas de AP:LA (Grafica 8.3.2 A), en los tratamientos
con 10y 20 % de LA se obtuvo el mayor rendimiento con un incrementode =~ 1.2 y
1.4 veces, respectivamente. La tasa maxima de respiracion (Rmax) se alcanz6 a los
3 dias de cultivo para las mezclas 90:10, 80:20 y 70:30, mientras que en el
tratamiento 100:0 fue ~ a los 2 dias de cultivo, tiempo que puede estar asociado al
inicio de la produccion de conidios (Gréafica 8.3.2 B). Ademas, se encontré que hay
un valor de porosidad € ~ 0.3, en donde la tasa de respiracién asociada al
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mantenimiento (Re) y Rmax son maximas (Grafica 8.3.2 C). De forma similar, se
observé que a un valor de Re ~ 1.5 mgCO, gasi? ht y Rmax > 2.5 mgCO; gasi! h-

1, la produccién de conidios es maxima (Gréfica 8.3.2 D).

Se ha demostrado en trabajos realizados en cultivo sobre soporte sélido, que
un ambiente con altas concentraciones de CO, disminuye la produccion de esporas
en hongos filamentosos y favorece la sintesis de metabolitos secundarios como el
acido citrico (Prado et al., 2004; Zitova et al., 2010). Un ambiente bajo en oxigeno
esta directamente relacionado con el crecimiento limitado del microorganismo. En
reactores de charolas se ha observado que espesores de lecho altos, la
compactacion del sustrato es mayor comparado al utilizar espesores pequefios
(Prado et al., 2004). Esto puede explicar el hecho que la acumulacion de CO,
incrementa en lechos con sustratos mas compactos o con mayor espesor de lecho
que dificulta el recambio gaseoso. Esto Ultimo sucede en el tratamiento AP:LA=
100:0, en donde la porosidad es baja (¢ ~ 0.24) debido a la compactacién de los
granos de arroz, y en consecuencia, la produccion de conidios se ve disminuida.
Asimismo, un espesor alto de lecho de empaque genera una limitacién en la

transferencia de gases, como sucedi6 en el tratamiento AP:LA (70:30).
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Los perfiles de tasa de produccién de CO, disminuyen gradualmente después

de alcanzar el maximo, aproximadamente a partir del tercer dia y en consecuencia

inicia la produccion de conidios para las cepas de Isaria fumosorosea. Se ha

reportado que la produccion de conidios inicia cuando la glucosa en el medio

comienza a agotarse (Lareo et al., 2006). En este tiempo el perfil de la produccion

de CO, acumulado se vuelve mas plano, correspondiente al inicio de la fase

estacionaria. Con ello la produccion de CO, puede estar asociada con el crecimiento

y mantenimiento del microorganismo, la desaceleracion gradual observada en la

tasa de produccion de CO, puede deberse a la respiracion enddégena y a la

formacion de conidios. Por el hecho de que, no solo se forma micelio durante el

crecimiento, sino que también se producen conidios (Pintado et al., 1998; Lareo et
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al., 2006). La estimacién de los parametros cinéticos, fueron obtenidos de los
perfiles de produccién de CO,, aunque, los ajustes hechos para calcular las tasas
de respiracion no predicen parte de lafase de decaimiento, tales parametros pueden
ser usados en modelos para el disefio y control de un cultivo sobre soporte sélido
(Lareo et al., 2006).
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que los HE estudiados requieren de aireacion
natural para el proceso de conidiacion, (el cual se ve afectado al incrementar
el flujo de aire durante su crecimiento) un incremento en el flujo de aire

repercute negativamente en los niveles de conidiacion.

Se comprobo que el lirio acuatico puede ser utilizado como un texturizante
en CSS, ya que modifica la porosidad del lecho, evita la compactacién del
sustrato, ademas de que no es utilizado como nutriente por los HE

estudiados.

La porosidad es un parametro que debe considerarse en CSS, ya que a partir
de este es posible incrementar la produccion de conidios de los HE

estudiados, considerando que existen valores optimos para ello.

Respecto a la calidad de los conidios, esta no se vio afectada por los rangos
de porosidad estudiados, lo cual es un factor a considerar en la produccién a

gran escala de estos propagulos.

La porosidad es una variable que debe ser considerada en la optimizacion
de la produccion de los HE en CSS ya que modifica tanto la tasa de

respiracion maxima (Rmax) como la asociada a mantenimiento (Re).
Es importante considerar la estructura del lirio acuatico en su uso como

texturizante ya que, de acuerdo a esta, se modifica la porosidad del lecho, lo

gue impacta directamente en la produccion de los propagulos.
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10 PERSPECTIVAS

e Estudio para determinar la concentracion de metales pesados en los lotes
del lirio acuético utilizado y determinar asi un posible efecto en la conidiacion

de los HE estudiados.

e Comprobar que el rango de porosidad que fue favorable en la produccion de
propagulos en este estudio, puede tener un efecto positivo al usar diferentes

residuos agroindustriales como texturizantes.

e Establecer los valores de humedad y actividad de agua en el sistema de

produccion estudiado en esta investigacion.
e Determinaciéon de especies reactivas de oxigeno y su relacion con la

produccion de conidios de HE en CSS, utilizando arroz como sustrato y lirio

acuatico como texturizante.
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Critical values of porosity in rice cultures of Isaria fumosorosea by adding water
hyacinth: Effect on conidial yields and quality. Appied Biochemistry and
Biotechnology. 446-457.

Congresos

+ Participacion en el XIV Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria,
presentando el trabajo libre en modalidad de CARTEL “Produccion de conidios
de hongos entomopatdégenos sobre arroz y lirio acuatico como texturizante”.
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+ Participacion en el Il Simposio La situacion de los plaguicidas en México:
Impactos y perspectivas, presentando el trabajo libre en modalidad de CARTEL
“Produccion de conidios de hongos entomopatdogenos en cultivo en soporte
so6lido”. Octubre 2011.

+ Participacion en el XXXV Congreso Nacional de Control Biolégico y XXII Curso
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acuatico como texturizante”. Noviembre 2012.
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Abstract Conidia of the entomopathogenic fangns Iraria fimosorosea are used to control
insect pests in crops. Commercially available mycoinsecticides manufactured with this fungus
are produced on a large scale via solid-smte cultures (SSC). In order to favour gaseous
exchange in SCC, texturizers can be added to increase porosity fraction (£). This work presents
results of water hyacinth (Eichhornia crassipes) as a novel texturizer. A mixture of parboiled
rice (PR), with a £=0.23, was used as a substrate, which was then mixed with water hyacinth
(WH amendment) as a texturizer at different proportions affecting . Strains CNRCB1 and
ARSEF3302 of I. fumosorosea yielded 1.6 (1.49-1.71)=10° and 7.3 (7.02—7.58) * 10° conidia
per gram of initial dry rice after 8 days, at £ values 0f0.34 and 0.36, respectively. Improvement
of conidial yields comesponded to 1.33 and 1.55 times, respectively, compared to rice alone
using WH amendment in the mixtures PR:WH (%4) at 9010 and 80-20. In addition, infectivity
against Galleria mellonella larvae was maintained. This is the first report of the use of water
hyacinth as a texturizer in S8C, affecting £, which is proposed a key parameter in conidia
production by I fismosomseq, without affecting conidial infectivity.
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Introduction

Mpycoinsecticides are products based on propagules of entomopathogenic fungi (EF),
which are used to control or reduce populations of insect pests in the agricultural
sector, being harmless to humans and other mammals [1, 2]. The majorty of commer-
cially awvailable mycoinsecticides are based on strains of Begwveria bassiana,
Metarhizium anisoplicne and Isaria fumosorosea. These species produce large amounts
of aerial conidia in solid-state culture (SSC) [3-5] The EF I fiumosorosea (formerly
known as Paecilomyces fumosoroseus) infects a wide range of hosts which attack crops
of great economic importance [6, 7]. The production of EF for use as biological control
agents against insects requires infective units such as aerial conidia or blastospores [8].
Conidia are produced in solid substrates or on the external surfaces of infected insects
[9]. In contrast, blastospores form mainly in liquid media cultures (LMC) [1]. One of
the techniques commonly used to produce conidia on a large scale is 55C. Advantages
of this method of production include that the conidia produced are more tolerant to
desiccation, and more stable durdng the manufacture of complex formulations compared
with conidia produced in LMC. Additionally, agroindustrial by-products (cheap raw
materials) are generally used as the solid substrate [10].

The growth and metabolism of fungi are influenced by various factors including
pH, temperature, moisture content, substrate particle size and gas exchange during
solid-state culture [3, 11, 12]. In order to reduce the constraints imposed by limited
gas transfer, which are governed by the packing of the substrate within the reactor,
texturizers can be added to increase the porosity (=) of the media, to reduce the
compaction of the substrate and to increase the contact area between the substrate and
microorganisms, thus favourng gaseous interchange [3, 13, 14]. The agents most
commonly used as texturizers include straw, cotton waste, sawdust, wood chips,
pruning waste (branches and dry trunks), dry grass, sugar cane bagasse and polysty-
rene foam [13, 14].

Water hyacinth (Eichhornia crassipes) is a weed (undesirable plant) due to its
negative environmental impact on different water bodies worldwide [15]. On the other
hand, this plant has many beneficial applications such as in the development of handi-
crafts, biogas production, treatment of oil spills and recycling of organic substances or
industrial waste, as well as being used as a fertilizer and animal feed [16]. The use of
common water hyacinth as a texturizer in S5C for the production of conidia of entomo-
pathogenic fungi has not been reported.

Although it is important to maximize the production of aerial conidia, it is also
essential to ensure that conidia are of a suitably gquality (infectivity), since media
composition influences conidial vields and quality [17]. Infectivity is the ability of the
conidium to enter the host and be distributed and/or reproduce within the host [18] and
can be determined via bicassays that provide parameters allowing comparison among
strains or treatments [17, 9].

The aim of this study was to evaluate vadations of porosity (£) on the conidial production
and infectivity of two strains of [ fumosoroseq during S5C, using different proportions of rice
and water hyacinth (WH amendment) in S8C mixmres.
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Materials and Methods
Microorganisms, Monocolony Culture, and Propagation

The study used two strains of I. fimosoroseq. The strain CNRCBI (recendy assigned with the
key CHE-CNRCB 303) was obtained from the collection of entomopathogenic fungi from the
Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (CNRCB) in Tecoman, Mexico. The
sirain ARSEF3302 was obnained from the Agricultural Research Service Collection of Ento-
mopathogenic Fungal Cultures (ARSEF) in [thaca, New York, USA. Both stmains were
identified as I fumosorosea, with accession nmumbers in GenBank being HMZ209049 and
HM209050 for CNRCBI1 and ARSEF3302, respectively [19].

Monocolony cultures were obtained for both strains by streaking onto Sabourand maltose
agar (SMA) comprising (g L_l]l the following: maltose 20, meat pepione 2.5, casein peptone
2.5, yeast extract 0.5, and agar 15 (all constituents; Bioxon, Mexico), contained in 9% x 1.5 cm
Petri dishes. The cultures were incubated for 10 days at 28 °C. Subsequently, reactivation
through infection of Galleria mellonella was achieved, then conidia were taken from the dead
insect and reinoculated in Petri dishes with SMA (2 %) medium containing sodium
deoxycholate (0.05 %) (Sigma-Aldrich, Auckland, New Zealand); the latter is a growth
inhibitor of filamentous organisms and makes it easier to obtain isolated colonies [20]. From
this culture, independent colonies were propagated by streaking onto Petri dishes containing
20 mL of oat flour medium. The oat flour medium [21] contained (g L_l]l the following: oat
flour 33.3 (Grupo Industrial Vida, Zapopan, Jalisco, México), bacteriological agar 15, and
meat peptone 10 (both constiuents from Bioxon, Mexico City, Mexico). The strains on the
Petri dishes were then subject to long-term conservation in sterile deionized water [22]. The
sporulating cultures were cut in small blocks (5 mm®) and placed into the mbes filled with
sterile deionized water, then those vials were preserved at 4 °C. Sterile glass tubes of 150=
15 mm with screw caps were used containing 4 ml of sterile deionized water. The preservation
was performed every 6 months using this method, since after this ime, the viability gradually
decreases [22]. Cultures were started taking one vial from the preservation by transferring
aseptically a block ofinoculim onto a dish of oat flour fresh medmm, whose composition was
described above. Propagation was carried out in Erlenmeyer flasks (250 mL) containing
50 mL of cat flour medium, previously autoclaved at 15 PSI for 15 min. The flasks were
incubated at 28 °C for 10 days and then were used to carry out all of the experiments.

Culture Conditions

The experimental units were glass bottles (80 mL), capped with cotton plugs, with an
internal diameter (&) of 5 cm and a height (L) of 4.7 cm. Water hyacinth (WH
amendment) was used as texturizer, obtained from Tecnologia Especializada en el Medio
Ambiente (TEMA, Mexico). Only dried leaves and stalks of WH amendment were used.
Parboiled rice (PR) was used as the main substrate, parboiled rice refers to rice treated by
steaming which is then commercially available as “parboiled rice™ presentation by Verde
Walle™ (Uruguay). Both rice and water hyacinth were passed through sieves with pore
diameter 336, 2.88, 2.37, 2, 1.19, and 0.80 mm (no. 6, 7, &, 10, 16, and 20 sieves,
respectively); for further experiments, selected particle sizes were used for water hya-
cinth, 2 mm (width), and for parboiled rice, average of 2 mm (width) by 5 mm (length).
The proportions of PR:WH are expressed in percentage of a total of 10 g of solid initial
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dry matter. The following proportions of PR:WH (% weight:weight): were tested: 100:0,
90:10, 80:20, and 70:30. Ten grams of solid material was used in each glass bottles, the
amount of rice was different depending on the treatment, parboiled rice (g): 10, 9, 8, and
7, for the mixiures PR:WH (%): 100:0 90:10, 80:20, and 70:30, respectively. The
mixtures were sterilized in an autoclave at 121 °C for 15 min. The medium was
inoculated with conidial suspension (1 mL) containing 1% 10" conidia mL ™', correspond-
ing to an initial inoculum of 1x10° conidia per gram of initial dry matter (conidia
gdim '). The inoculum was produced on 50 mL oat flour medium (described in section
“Microorganisms, monocolony culture, and propagation™). Sterile distilled water was
added to obtain a level of 40 % water content [14]. The contents of each bottle were
mixed with a sterile spatula, and then, all experimental units (bottles) were placed in
containers which had the following dimensions: 26,6 cm=11.5 cm*20 cm. Every
container was provided with hemrmetic cover having inlet and outlet of air valves. These
containers were incubated at 28 °C with a photoperod of 12:12 (h), the % relative
humidity in flasks was 37 % in all mixtures of PR:WH, since they were inoculated and
incubated simultaneously under the same conditions.

Conidia Kinetics

Conidia production was carried out in 21 bottles per mixture of PR:WH with three boitles as
negative controls (with no inoculum). Three bottles per mixture were taken each 24 h
(replicates), and further experiments were performed at different times (three experiments).

Data from conidia counts were obtained using the whole 10 g of solid initial matter
contained in each bottle. Solid matter from those samples was ransferred to a glass beaker,
and the conidia harvested using a 0.05 % Tween 80 solution { Amresco, Ohio, USA) for 10 min
on a magnetic stirrer [19, 23] Different volumes of Tween 80 (0.05 % solhition) were required
for each mixture employed, due to the fact that the bed height increased in accordance with the
percentage of water hyacinth. Sixty milliliters of Tween 80 (0.05 % solution) was used to
harvest conidia for the PR:WH (%): 100:0 and 90:10 mixtures, while 70 and 80 mL were used
for the PR:WH (%): 80:20 and 70:30 mixtures, respectively. The extracts were then filtered
through sterile 10= 10 cm ganze to eliminate the solids and obtain conidial suspensions. Serial
dilutions were made, and the conidia were counted in a Neubauer chamber (Marienfield,
Landa-Kénigshofen, Germany), with a light microscope (BOECO) using a =40 objective lens.
The production levels were reported directly as conidia per gram of initial dry rice, C, (conidia
gidr ).

Porosity and Bulk Density

In order to evaluate initial porosity, 10 g of sterilized material was packed into glass bottles,
and water was added to achieve an initial moisture of 40 % as water content in each mixture of
PR:WH (using triplicates). Subsequently, each boitle was filled with mineral oil (REASOL™,
Mexico), and the porosity fraction (g) was caleulated according to Mitchell et al. [24]:

- {V.I'_V.'i‘]
E —Vr

where £ is the porosity fraction (dimensionless); F, is the total volume (mL), namely, this is
the volume occupied by the sample including the void volume; ¥, is the volume occupied only
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by the sample (mL); and the difference between V; and V; is the void volume (mL). The void
volume was determined by the volume of mineral oil necessary to cover the height of the
substrate bed; such volumes were (mL) as follows: 12.7, 21.2, 34, and 45 comesponding to
PR:WH (%) values of 100:0, 90:10, 80:20, and 70:30, respectively.

The bulk density is defined as the mass of particles of a material divided by the tofl
occupied volume. The total volume inchides particle volume, interparticle void volume, and
internal pore volume. The bulk density was caleulated with the following expression [24]:

where py is the bulk density (g mL™"); W, is the weight of the sample (g); ¥, is the total volume
occupied by the sample (mL).

Evaluation of Infectivity (Bioassays)

The insect Galleria mellonella is a common pest in apiculture or beekeeping processes
affecting the economy of this activity around the world [25]; moreover, this is an insect
model to test and compared virulence of fungi [26]. Infectivity parameters obtained by
bioassays allow the evaluation of the quality of conidia produced by entomopathogenic
fungi [9]. The infectivity of the conidia of both strains was evaluated using
G. mellonella larvae (Petmmal, Mexico) weighing between 62.2 and 71.6 mg. The
infectivity tests were performed with conidia obtained on day 8. Seven Petri dishes
were used (five dishes for infected larvae and two dishes as a negative control) with
each containing ten larvae. Conidial suspensions (20 mL; 5= 107 conidia m.L_l]l were
prepared using the aerial conidia produced in each mixture of PR:WH. Larvae were
submerged for 5 s in those suspensions from each treatment [27]. The control larvae
were submerged only in Tween 80 (0.05 % solution) for 5 s. After treatment, the larvae
were fed with Pax Worm (PETMMAL, Mexico) diet to avoid death by starvation and
incubated with a photoperiod of 12:12 (h) at 28 °C. Mortality was recorded every 24 h
for 12 days.

In order to compare infectivity of conidia harvested from different treatments, specific
parameters were estimated according to the model proposed previously [17] These inchude the
time at which the first dead larva appeared (tp, delay time), the half lethal time (LT, the time
at which 50 % mortality is reached) and the perceniage of survival (§) were calculated and
emploved in a decay model previously described by Rodriguez-Gomez et al. [1 7] The model
uses a first-order decay equation with the indicated delay time:

Y =100; [F0<t<n
¥ = (100-5)e*") 1 g, If ¢ > lp

where ¥ is the survival (%) at time i; & is the specific death rate {da},rs_l]l; Iy is the time
required for the first larval death (days); and S is the estimated asymptotic survival level (%)

Statistical Analysis

For the statistical analysis, mean conidia production values and infectivity parameters obtained
for each porosity were employed. Amalysis of varance (Tukey test) was used to compare
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resuls obtained with each treatment and each given strain using one-way analysis with
significance level, p<0.05 with the help of SPSS program (SPSS, Chicago, IL).

Results and Discussion
Conidia Production and Porosity

The addition of water hyacinth fo the mixture significantly (p<0.05) increased the porosity
fraction (=) or empty space (Fig. 1), it was found a linear correlation (Y=0.0551*X+0.1989;
R*=0.947), and consequently significantly (p=0.05) reduced the packing density (Y=
~0.1663*X+0.8653; R*=0931). Conidial production kinetics are presented, for CNRCBI
and for ARSEF3302 (Figs. 2 and 3), for both strains in all PR:WH mixtures, maximal conidia
production was observed on day 8. For strain CNRCBI1, when the conidia production was
reported on the basis of gram of initial dry rce (C,), levels were significantly different
(p=0.05), with the highest values (up to 133 times) for the 90:10 and 80:20 mixmures.
Similarly, for strain ARSEF3302, the 80:20 mixture supported the highest levels of conidial
production, with an increase of 1.55 times over the control level (PR.WH=100:0). However,
with both strains, the 70:30 mitture had similar conidiation level as compared to control
PR:WH=100:0 (p>0.05).

The production of conidia by I fumosoroseq strains has been reported to be 1= 10° conidia
per gram of initial solid substrate [4, 28]. Present results were found to be in the range from
1.3x 10" to 6.9 10° conidia per gram initial dry rice. This is a good result because it shows
that taking the proposed dose 1x10" conidia sprayed per hectare [8], it would require only
from 1.5 up to 8 kg of substrate (rice grains) per hectare to produce the recommended dose of
conidia for a single treatment in crop filds.

The water hyacinth was incorporated as a texturizer to avoid compaction of the substrate
based on rice, to increase the porosity fraction (£) of the bed and to promote oxyeen transfer.
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Fig. 1 Porosity (circles) and bulk density (riangles) in mixmres of parboiled rice (PR) and water hyvacinth { WH

amendment). Linear correlation was indicated with the dashed lines (R*=0.947 for porosity and R*=0.931 for
bulk density)
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Fig. 2 Conidia production for 8 days by karia fumosorosea CNRCBI in mixtures of parboiled rice (PR) and
water hyacinth (WH amendment). C, (conidia per gram initial dry rice)

The impact of this texturizer on conidia production was then analyzed. When 30 % texturizer
was used, conidia production per gram of initial dry rice was lower compared with the other
treatments and did not differ significantly from that in the control with the mixture containing
PR:WH 100:0. This pattern was also observed with Beauveria bassiana, with higher propor-
tions of texturizer (sugar cane bagasse) reducing conidia production per gram of total solid
matter. In contrast, there was no significant difference when conidia production was reported
per gram of wheat bran (the main substrate) [14]. In the present study, both strains of
L. fumosorosea grew mainly on the rice grains (the rice was the unique substrate), there was
negligible growth of mycelium on the water hyacinth, neither growth or conidiation of this
microorganism was observed in the water hyacinth particles (Figs. 2 and 3). Arzumanov et al.
[29] reported similar results in a SSC system using rice and sugar cane bagasse (50:50),

BE097 o PRWH (100:0)
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6.6+409 4 W (1099
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Fig. 3 Conidia production for 8 days by Isaria fumosorosea ARSEF3302 in mixtures of parboiled rice (PR) and
water hyacinth (WH amendment). C, (conidia per gram initial dry rice)
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observing that Metgrhizium anisopliae grew almost exchisively on the grains of rice. For both
strains of I. fumosorosea, experiments were conducted using only water hyacinth, and only a
negligible growth was observed without sporulation. This shows that [ fimosorosea and
M. anisoplize prefer rice as the main carhon source, possibly because the production of the
lignocellulolytic enzymes, required to hydrolyze components of either water hyacinth or sugar
cane baggase, is not favoured by these fungi.

The results of Figs. 1, 2, and 3 seem to support that extreme porosity values (=024 and
0.48) are less favourable for condial production than intermediate porosity valies (e=0.35+
0.05). Details on the statistical analysis of conidial production as a function of porosity in three
separate experiments, each one with three replicates, are shown in Table 1. It should be noted
that the negative control (PER:WH=0:100) without fungal growth and consequently, negative
conidiation, showed that this effect was not related to the altemative use of water hyacinth as a
substrate (e=0.48+0.01).

The incorporation of the water hyacinth was effective to increase the £ value, reaching a
criical level between (.34 and 0.36, which increases surface area and improves exchange
gaseous according to Arsumanov et al. [29]; this was related to higher conidia production.
When fungi grow on a solid substrate, the packing density [3] and the height of the bed affect
conidia production [13], thus a high packing density may limit the aeration and therefore the
exchange of gases at the bottom of the bed. This situation could adversely affect the growth of
the fungus [11].

The mechanistic explanation of why porosity has an optimal value for conidial production
requires a study of the relationship between respiratory and growth finctions that are beyond
the aim of this work. Miranda et al. [30] and Miranda et al. [31] have shown that porosity of

Table 1 Effect of porosity in the conidia production of the CNRCBI1 and ARSEF33(02 strains of fsara
JSumasorosea

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
Strain & ol kg el
(dimesionless) Conidia gidr™ Conidia gidf Conidia gidr™
110" 1=10" 1= 10
0.24 1.2:+0.04° 1.53+006% 2.37+0.43%
0.34 1.6:£0.11° 2.5+0.10° 4, 17+0,10°
1. fumasor- 0.36 1.6:£0.11% ¢ 247+012° 3.93+0.27°
fulyvd
CNRCEBI
0.40 1.320.11%¢ 1370048 2,590,144
0.24 4.7+0.21% 4460374 1.97+0.07°
034 5.8:+0.16% 6.02:£0,15° 4.08+0,12%
1. fumasor- 0.36 7.3:£0.28° 6.89:£0.75° 5.07+0.25°
fulyvd
ARSEF33 02
0.40 4.7+0,22° 377013 2,140,165

Three replicates were analysed at day &

* Pomosity

® Conidia per gram of initial dry rice

= % Means in the same column with different letters indicate a significant difference (p<0.05)
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polyurethane as inert support has a remarkable biphasic effect on the production of reactive
oxygen species and the induction of superoxide dismutase of Aspergillus terreus. This is an
interesting area of research because it points on the importance of the structural properties of
solid support that go beyond the average composition of solid substrates and highlight on
possible physiological effects linked to oxygen mass transfer and occupation of the inferstitial
space by the mycelial mat as suggested by earlier work [32, 33]. As a practical consequence,
present results indicate the need to measure porosity as a fermentation parameter that could
change the yield of conidia per gram of initial substrate. They also show the possibility of
modifying this structural parameter by the appropriate blending of grains easy to breakdown
and fibers which are not consumed. Namely, rice grains blended with dried water hiacynth
fibers.

In order to analyze whether conidia ex raction may be affected by using different amount of
Tween 80, a simultaneous experiment was carried out where 80 mL of Tween 80 (0.05 %
solution) was used for the extraction of conidia of each bottle. For CNRCBI sfrain, no
significant difference (p<0.05) was found in the exfraction of conidia using different volumes
of 0.05 % Tween 80 solution (60, 70, or 80 mL) or an equal volume (80 mL) in every
treatment with different amounts of texturizer (Electronic Supplementary Material Table 51).
For ARSEF3302 strain, significant difference (p<0.05) was found only in the treatment
PR:WH (%2): 100-0 (Electronic Supplementary Material Table 52). However, the profiles of
better production of conidia in the 90-10 (£=0.34) and 80-20 (£=0.36) mixtures were always
consistent in both strains.

Conidia Infectivity Bioassays

For both strains, infectivity tests on Galleria mellonella were performed with conidia obtained
on day 8 as described in “Material and Methods™. Figure 4 shows the typical stages of
infection of G. mellonella larvae by I. fumosorosea. The parameters f; and LTy, did not differ
significantly between treatments for strain CNRCB1 (Table 2). This indicates that the aerial
conidia, produced in each of the mixtures, initiate the infective cycle at a similar time (between
5.9 and 6.9 days), and killed 50 % of the population between 7.9 and 8.2 days; although values
for § (asymptotic survival level) differed between mixtures, conidia obtained in the PR:WH
100:0 and 90: 10 mixtures reached a higher mortality, significantly different from those of other

e

Fig. 4 Typical stages of infection of Galleria mellonella larvae by Isaria fumoserosea CNRCBI1: a) uninfected
larvae; b) melanised larvae, ¢) larvae with mycosis. Infectivity parameters are described in the text
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treatments (p<0.05). The fact that ARSEF3302 strain was less lethal to G. mellonella (S=
50 %) than CNRCBI strain, made imrelevant the evaluation of LT However, no significant
difference (p=0.05) in {z and § values was found with such strain. Thus, the mixture of water
hyacinth with rice grains had no detrimental effect on infectivity parameters of those strains of
I fumosorosea when tested with . mellonella, since the main effect was on the conidiation
level.

Analysis of the infectivity parameters showed that conidia of the CNRCBI1 strain achieved
an §value of between 12 and 24 %, with an LT, between 7.9 and 8.6 days. These values were
similar to that reported recently by Carrillo-Pérez et al. [1] for aeral conidia produced in a
surface culure of I fumosoroses PA3A in bicassays on Galleria mellonella larvae (B3+
1.45 days). On the other hand, the conidia of strain ARSEF3302 produced an average final
survival (5) of 55 %, and the i, was similar among all mixtures of PR:WH (6 days), similar to
that of the CNRCBI strain ({;=6.5 days); nonetheless, ARSEF3302 strain proved to be less
infective than CNRCB 1 sirain (Table 2). This observation is supported by another recent study
showing that the ARSEF3302 strain has lower infectivity toward Galleria mellonella com-
pared to strain CNRCBI1 [19]. In addition, the conditions for optimal conidia production were
not necessarily the optimal for obtaining high quality conidia [17, 34].

Conclusion

As concluding remarks, water hyacinth is a suitable texturzer in solid-state culture, which in
tum improves the production of conidia by I fisrmosoroseg by increasing the £ to an optimal
levels. The infectivity of conidia was not altered substantially in those reatments with high
conidial yields, which is an important factor to consider during the production of conidia of
entomopathogenic fungi at larger scales.

Table 2 Infectivity parameters of the conidia of the CNRCBI and ARSEF3302 strains of saria fimosorssea
with . mellonella as the host

Strain - £ LTy f 5
{dum%mnle&s} {_dﬂ}‘%_} {_dﬂ‘f%_} {-%}

I fumeosorosea CNRCBI 024 6.92:+0.52° 8284047 12:£4.47%
034 66T+1.11% 8.59:+0.48° 145485 €
036 646:£0,13° 8.09:+0,659° 2244475
040 502:+0,80° 7.93+0,23° 445 48°

1. fumosorosea ARSEF3302 024 5.55:+0,64° N £2£837°
034 653+ 1.20° NRP 50100
036 6.55+0.69° NRP 56 5.48°
040 5.10:0.81° NE" S8+4.47°

* Porosity

® Delay time, the time when first dead larva appears

“The median lethal time, when 50 % mortality is reached

“The percentage survival

= £ & Means in the same column with different letters indicate a significant difference (p<0.05)
" Not reached
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Anexo
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Casa abierta al tiempo

ACTA DE DISERTACION PUBLICA

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA oL 00ior

Matricula: 209381382

ST

USO DEL LIRIO ACUATICO COMO
TEXTURIZANTE EN LA
PRODUCCION DE CONIDIOS DE
HONGOS ENTOMOPATOGENOS EN
CULTIVO EN SOPORTE SOLIDO

RAFAEL NDRO Al

ALUMNO

CUAPIO

-

En la Ciudad de México, se presentaron a las 17:00 horas
del dia 18 del mes de marzo del afo 2016 en la Unidad
Iztapalapa de 1la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DR. ERNESTO FAVELA TORRES

DR. JUAN ESTEBAN BARRANCO FLORIDO

DR. ARTURO ALEJANDRO FIGUEROA MONTERO
DRA. ISABELLE GAIME PERRAUD

Bajo 1la Presidencia del primero Y con caracter de
Secretaria la ultima, se reunieron a la presentacién de la
Disertacidén Publica cuya denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

DOCTOR EN BIOTECNOLOGIA

DE: RAFAEL ALEJANDRO ANGEL CUAPIO

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Auténoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

Siibor

Acto continuo, el presidente del jurado comunicé al
interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

. ERNESTO FAVELA TORRES

DR. JUAN ESTEBAN BARRANCO FLORIDO

MONTERO

CRETARIA
DR. ARTURO ALEJANDRO FIGUEROA 2 ELLE GAIME PERRAUD

104



