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RESUMEN

Los bioinsecticidas basados en hongos entomopatégenos (HE) como Beauveria
bassiana han sido objeto de investigacion ya que poseen gran importancia en el
Manejo Integral de Plagas (MIP).

El objetivo de este estudio fue evaluar diferentes humedades iniciales del sustrato
(40%, 50%, 60%), asi como la adicion de una solucién de extracto de levadura (0.5
g/L) para producir conidios sobre arroz. Una vez determinados los parametros
optimos de cultivo, se determiné el efecto de la composicion atmosférica sobre
produccion de conidios, pH, proteina soluble y actividad amilasa, esta enzima
necesaria para la degradacion del almidén que es el componente principal del arroz
utiizado como sustrato. Asimismo se evaluaron parametros de calidad de los
conidios, a través de un ajuste a un modelo exponencial, sobre adultos de Tenebrio
molitor, tales como: tiempo letal 50 (TLsp), velocidad especifica de mortalidad (k),
tiempo de retardo de inicio de muerte (ty), porcentaje de sobrevivencia (S),
hidrofobicidad y porcentaje de germinacién.

Se demostré que con humedad inicial de 40% en presencia de extracto de levadura
se obtuvieron casi 30 veces mas conidios respecto a las humedades de 50% y 60%,
con y sin adicion de extracto de levadura. Por otra parte, con atmésfera normal (AN)
se obtuvieron los valores menores de TLso, toy S. Con la atmésfera 26-0 (26% O,
0% CO;) se produjeron 48% mas conidios con respecto al tratamiento AN.
Asimismo, el tratamiento 16-5 (16% O,, 5% CO,) aumentd 2.5 veces la actividad
amilasa respecto a la atmésfera AN; sin embargo, las dos condiciones atmosféricas
anteriores tuvieron efecto negativo en algunos de los parametros de calidad, ya que
produjeron menos del 50% de mortalidad en los insectos infectados y el valor de t; se
incrementd casi al doble; por su parte el porcentaje de germinacién e hidrofobicidad
disminuyeron al menos 24% y 25%, respectivamente, todos comparados con el
tratamiento AN. Lo anterior se corroboré mediante la prueba de comparaciones
muitiples de Tuckey (P < 0.05).

Los resultados de este trabajo describen el efecto de diferentes composiciones
atmosféricas sobre la produccion de conidios, asi como en la calidad de los mismos,
lo cual es no se habia realizado para el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana.
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1. INTRODUCCION

1.1 Control Biolégico.

El control microbiano se define como la utilizacion de organismos vivos (bacterias,
hongos, nematodos o virus) o de sus productos, para controlar la poblacion de
insectos nocivos. Tiene gran importancia econémica en agricultura ya que permite
controlar muchas plagas de insectos (Greathead y Waage, 1983, Summy y French,
1988).

Existen alrededor de 2000 especies de microorganismos entomopatégenos, entre los
que se encuentran 750 especies de hongos, 100 especies de bacterias, 300
especies de protozoos y 1000 virus. La mayoria de estas especies son especificas,
por lo que atacan unicamente insectos y no son nocivas para organismos como aves,
mamiferos o plantas; sin embargo, aun no se realizan estudios detallados sobre la
posible toxicidad de algunos microorganismos o de sus productos (Candas y Bulla,
2003). Los microorganismos entomopatogenos estan siendo utilizados en diferentes
paises como alternativa viable para el control de insectos que afectan cultivos de
relevancia econémica. Estos paises generalmente tienen un programa de manejo de
" plagas (Casida y Quistad, 1998).

Los bioinsecticidas han sido objeto de investigaciéon y desarrollo ya que ha crecido el
interés hacia éstos debido a que poseen gran importancia en los conceptos
modernos de agricultura sustentable, asi como el Manejo Integral de Plagas (MIP),
(van des Boshch et al., 1982). Una razén importante de lo anterior es que el publico
adquiere mas conciencia de preservar el ambiente y la salud; ademas se evita que
los insectos desarrollen resistencia a los plaguicidas convencionales, se evitan
riesgos para la salud y el ambiente. Los bioinsecticidas se consideraron poco
prometedores ya que presentan un espectro de accién reducido, su produccion

implicaba altos costos y constituia un problema en cuanto a su formulacién y



actividad, ademas de que los productos tenian vida de anaquel muy corta o el

rendimiento del producto era muy bajo (Alatorre-Rosas, 2006).

Una de las dificultades actuales que tiene el desarrollo de bioinsecticidas es la
expectativa que se tiene de estos productos, ya que se considera que al sustituir un
insecticida organosintético por un bioinsecticida, éste debe tener la misma funcién y
aplicacion. Sin embargo, esto no se cumple ya que los bioinsecticidas estan
formulados con organismos vivos y cada uno tiene propiedades que determinan la
produccion, formulacion y uso potencial (Alatorre-Rosas, 2006; Barrera, 2007).

Actualmente se utilizan dos estrategias de MIP:

a) Utilizar los bioinsecticidas como productos que reemplazaran a los insecticidas
quimicos.

b) Utilizar los bioinsecticidas elaborados con entomopatogenos endémicos de una
zona como parte de una estrategia ecoldgica de aumento de control natural de

plagas en esa misma zona.

En México existen diferentes entidades agricolas que estan interesadas en la
implementacion de alternativas al manejo de insecticidas convencionales como el
uso de bioinsecticidas, de igual manera existen numeroso laboratorios que han
tratado de producir estos bioinsecticidas, pero han tenido problemas en el
escalamiento y producciéon masiva de los microorganismos, en el control de calidad y

en la verificacion de la efectividad (Alatorre-Rosas, 2006).

En los ultimos afos se han utilizado exitosamente bioinsecticidas en los estados de
Jalisco, Tamaulipas, Sinaloa, Guanajuato, Veracruz, Chiapas y Oaxaca para el
control de diversas plagas tales como las mosquitas blancas Bemisia tabaci y
Trialeurodes vaporariorum (Hernandez-Velazquez y Berlanga-Padilla, 1999b), las

especies de chapulines Sphenarium purpurascens y Melanoplus differentialis



(Tamayo-Mejia, 2006), la broca del café Hypothenemus hampei (Hernandez-
Velazquez y Berlanga-Padilla, 1999c) y la mosca pinta Aeneolamia spp. (Hernandez-

Velazquez y Berlanga-Padilla, 1999a).

Por otro lado, en 2004 se publicé en el Diario Oficial de la Federacién el reglamento
para obtener una certificaciéon para el manejo, produccién y comercializaciéon de
plaguicidas, incluyendo los bioinsecticidas, sin embargo es muy costoso obtener el
registro de cepas microbianas. Posteriormente en el 2005 y 2008 se publicaron la
Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados y el Reglamento de
la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados respectivamente
en los cuales se regula la liberacion de este tipo de organismos, lo que dificulta aun

mas el desarrollo de los bioinsecticidas.

1.2 Hongos Entomopatégenos.

Los hongos entomopatégenos (HE) son microorganismos heterétrofos generalmente
no moviles. Algunos HE atacan a determinadas especies de insectos, sin embargo
hay especies de hongos de amplio espectro (Tabla 1.1). Las diferencias en la
virulencia entre las distintas cepas de los hongos entomopatégenos se deben a
muchos factores tales como la capacidad de adherencia de los conidios a la cuticula,
la capacidad de secrecion de enzimas hidroliticas, etc. Ello determina la penetracion
al insecto, y las cantidades minimas de propagulos para diezmar a los insectos. La
cuticula de los insectos esta formada por diversos tipos de moléculas, dentro de las
que destacan proteinas (50-60%), quitina (30%) y lipidos (5-10%). La quitina tiene
gran relevancia ya que es un componente estructural de los exoesqueletos de
artrépodos y de la pared celular de los hongos, ademas de que es el polimero mas
abundante en la naturaleza, después de la celulosa (Bidochka y Khachatourians,
1992; Zhai, 1997).



Tabla 1.1. Hongos entomopatégenos mas comercializados.
(Candas y Bulla, 2003; Glare, 2004)

Microorganismo Hospedero
Lecanicillium sp. Moscas blancas, tisanépteros y afidos
Metarhizium sp. Homépteros, orthopteros, coledpteros
Paecelomyces sp. Lepidopteros, coledpteros y orthopteros

La utilizacibn de hongos entomopatdégenos como bioinsecticidas tiene varias
ventajas, entre las que destacan que no son nocivos para el hombre ni para el medio
ambiente; no deterioran la fauna benefica, permiten establecer programas de manejo
integrado, son factibles de usar en la agricultura organica, no tiene efectos téxicos
por acumulacién en aplicaciones sucesivas y no tienen un limite maximo de residuos
(Monzobn, 2001).

Actualmente Beauveria bassiana es uno de los hongos entomopatégenos mas
utilizados en México en el area agricola para el control de plagas y es causante de la
enfermedad llamada muscardina blanca (De la Rosa et al., 1997, 2000; Elizalde-
Blancas, 2006; Steinhaus, 1949). Este hongo infecta a mas de 700 especies de
insectos (Goettel e Inglis, 1997), tales como picudo del algodén, picudo del banano,
barrenador del tallo de maiz, gusano de la harina, chinche verde, mosca de la fruta y
broca del café (Alves et al., 2002; De la Rosa et al., 2002; Hernandez-Velazquez y
Berlanga-Padilla, 1999a, 1999b, 1999c). Los distintos aislamientos de Beauveria
bassiana forman parte de la microbiota de los suelos en muchas regiones del mundo,
por lo que es muy comin obtener nuevos aislamientos. Es frecuente que los
insectos de suelo toleren de manera natural a éstos entomopatégenos sin embargo,
la mayoria de los insectos que se desarrollan y se alimentan del follaje de las plantas

no presentan dicha tolerancia (Zhai, 1997).



En nuestro pais se han realizado estudios que muestran la conveniencia de aislar
cepas de Beauveria bassiana adaptadas a las condiciones de cada region (De la
Rosa et al., 1997, 2000), igualmente se han reportado las comparaciones de
virulencia contra insectos que afectan cultivos en México (De la Rosa et al., 2002;
Flores et al., 2002).

1.3 Ciclo Infectivo de los Hongos Entomopatégenos.

El ciclo infectivo de los HE se divide en una serie de eventos fisicos y bioquimicos
que determinan el éxito de la infeccion. La infecciéon se puede dar a través de las
partes bucales, membranas intersegmentales o espiraculos de los hospederos, ya
que en estos sitios es donde se encuentran condiciones de humedad alta que
promueve la germinacién de las unidades infectivas permitiendo la penetracion de las
hifas (Alatorre-Rosas, 2007; Roy et al., 2006).

El evento inicial es la unién de los conidios a la cuticula de los insectos mediante
interacciones hidrofébicas no especificas (Wosten, 2001). Es importante mencionar
que la hidrofobicidad le confiere a los conidios resistencia contra la deshidratacion y
facilita su dispersion (Boucias et al., 1988). La hidrofobicidad de los conidios se
atribuye a la presencia de proteinas tipo hidrofobinas en su superficie (Boucias y
Pendland, 1998; Jeffs et al., 1999).

Una vez establecida la uniéon de los conidios (bajo condiciones de humedad,
temperatura y nutricion especificas) comienzan a producir tubos germinativos los
cuales se deslizan sobre la cuticula con la finalidad de localizar sitios receptores
donde la hifa pueda penetrar al insecto (Fig 1.1). Asimismo, se forman apresorios
que sirven de anclaje y ademas ejercen presion fisica sobre el exoesqueleto
(Alatorre-Rosas, 2007; Riquelme et al., 1998; Wessel, 1999). Paralelamente, los HE
producen enzimas que hidrolizan la cuticula, principalmente proteasas del tipo

subtilisina (Pr1 A y B), serin-proteasas (Pr2 y Pr3), cistein-proteasas (Pr4),



carboxipeptidasas (MeCPA), metaloproteasas y dipeptidilpeptidasa entre otros
(Clarkson y Charnley, 1996; Hegedus y Khachatourians, 1995; Joshi et al., 1995; St.
Leger, 1995; St Leger et al, 1996); la quitina se hidroliza por una serie de exo-N-
acetilglucosamidasa, quitobiosas y endoquitinasas (Clarkson y Charnley, 1996;
Hegedus y Khachatourians, 1995); de igual manera se sintetizan lipasas que
degradan lipoproteinas y lipidos los cuales pueden ser toxicos inhibitorios para
algunos HE como B. bassiana y P. fumosoroseus (Khachatourians y Qazi, 2008).

Posteriormente, el hongo prolifera dentro del insecto formando cuerpos hifales
secundarios, los cuales se ramifican en la procuticula y la capa epidérmica lo que
conlleva a la diseminacion a través del hemocele invadiendo todas las estructuras del
insecto (Deshpande, 1999; Pucheta-Diaz et al., 2006). Dentro de la hemolinfa,
algunos géneros de HE como Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces, producen
toxinas tales como oosporeina, bassiana, tenellina, beauverina, destruxinas y acido
oxalico cuya produccion esta estrechamente relacionada con la toxicidad y virulencia
de aislados de HE (Alatorre-Rosas, 2007; Khachatourias y Qazi, 2008; Strasser et
al., 2000) (Fig 1.1).
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Figura 1.1. Estructura y composicion de la cuticula de insectos y proceso infectivo de
los hongos entomopatdgenos (Modificado de Hajek y St Leger, 1994).



Los individuos infectados no se alimentan, presentan debilidad y desorientacion;
generalmente cambian de color. Una vez que el hongo ha agotado los nutrientes,
provoca la muerte al insecto y crece hacia la superficie a través de los segmentos
mas blandos de la cuticula hasta cubrir al insecto con una capa de micelio que
produce conidios facilitando su dispersiéon a través del aire, ademas cada individuo
infectado constituye un nuevo foco de infeccion para otros individuos de la poblacion
(Montesinos-Matias, 2008; Tefera y Pringue, 2003).

1.4 Produccién de Hongos Entomopatégenos.

Los hongos filamentosos estan especialmente adaptados para crecer sobre
superficies sdlidas. Sin embargo, la produccion industrial de algunas enzimas de este
tipo de microorganismos se lleva a cabo en medios liquidos (Harvey y McNeil, 1993).
Una gran parte de ésta contradiccion se debe a la ausencia de métodos y conceptos
para medir in situ o ex situ, las variables importantes de crecimiento y
funcionamiento de estos organismos, cuando crecen en cultivos solidos (Viniegra-
Gonzalez et al. 2003).

El cultivo en medio sélido (CMS) tiene varias ventajas para la produccion de conidios
y enzimas por hongos filamentosos. Primeramente, los hongos crecen en la
naturaleza sobre sustratos so6lidos como restos de madera, plantas, raices, cuticula
de insectos, etc. Ademas las propiedades de las enzimas y calidad de los conidios
producidos en medio liquido son distintas si se producen por CMS, por ejemplo, la
estabilidad a la temperatura y pH de enzimas producidas por FMS se mejora
considerablemente con respecto a las enzimas producidas por el mismo hongo en
cultivo liquido (CL) (Diaz-Godinez et al, 2001; Minjares-Carranco et al., 1997;
Romero-Gémez et al., 2000). Por otro lado, una vez establecidas las condiciones de
crecimiento, la composicion de cada sustrato permite la induccion de la maquinaria
enzimatica para su degradacion, ya sea que el sustrato tenga la funcion de soporte o

que se usen soportes inertes, como la espuma de poliuretano (PUF) (Diaz-Godinez



Tabla 1.2. Composicion quimica del arroz. (ONI, 2008)

Arroz
Almidén (%) 88-90
Celulosa-Lignina (%) 0.2-0.5
Pentosanas (%) 0.3-0.6
Azucares Libres (%) 0.2-0.6
Proteinas (%) 7a12
Lipidos (%) 2

Ademas de este sistema, se han hecho estudios con subproductos de arroz para el
cultivo de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, asi como mezclas de arroz y
bagazo de cana en proporciones de 50% (p/p) (Arzumanov et al., 2005; Kang et al.,
2005; Liu y Tzeng., 1999). Asimismo se han hecho estudios para la produccion de
conidios de Beauveria sp. en donde se utiiza CMS, siendo el sustrato una
combinacion de residuos de papa y bagazo de cana (60-40% p/p) (Dalla-Santa et al.,
2004, 2005). De igual manera se ha utilizado arroz pre-cocido como sustrato para
producir conidios de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en CMS (Neves y
Alves, 2000).

Debido a que los HE necesitan alta humedad relativa para que se inicie el proceso de
infeccién sobre el insecto, se han incluido sustancias que retengan humedad en las
formulaciones acuosas y aceitosas (Alatorre-Rosas, 2006). Es importante conservar
los aislados y cepas de HE utilizados y evitar alteraciones en el crecimiento y
virulencia, para lo-cual existen diversos métodos; no obstante, algunos pueden llegar
a ser muy costosos y sofisticados (Garza-Lopez y Loera, 2006; Lopez-Lastra et al,
2002).
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Los formulados comerciales de hongos entomopatégenos de mayor distribucion en
México son productos fabricados en el pais por empresas privadas, organismos
estatales o centros de investigacion (Tabla 1.3). La mayoria son formulaciones de
conidios del hongo que se asperjan sobre plantas (hojas y frutos) y ademas cada una

se recomienda para hospederos especificos (Tamez-Guerra et al., 2001).

Tabla 1.3. Formulados comerciales de hongos entomopatégenos distribuidos
en México. (Faria y Wraight, 2007; Tamez-Guerra et al., 2001).

Producto Entomopatdogeno utilizado
Mycotrol-O Beauveria bassiana
Mycotrol-ES Beauveria bassiana
Natularis-L Beauveria bassiana
Beauverina CP Beauveria bassiana
BotaniGard 22 WP Beauveria bassiana
BotaniGard ES Beauveria bassiana
Bio-Fung Beauveria bassiana
Bea-Sin Beauveria bassiana
Bio-Blast Metarhizium anisopliae
Meta-Sin Metarhizium anisopliae
Fitosan M Metarhizium anisopliae
Pae-Sin Paecelomyces fumosoroseus
P. fumosoroseus Paecelomyces fumosoroseus
PFR-97 Paecelomyces fumosoroseus
Verti-Sin Lecanicillium lecanni

Para la realizacion de este proyecto de tesis se utilizé un aislado mutante del hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana, por lo cual a continuacién se presenta la

descripcién morfologica y la taxonomia de dicho HE.
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1.5 Morfologia y Taxonomia de Beauveria bassiana.

El hongo entomopatégeno Beauveria bassiana es un hongo filamentoso que produce
micelio blanco o ligeramente amarillento (dependiendo de las condiciones de cultivo).
Sus hifas son septadas y contienen las estructuras reproductivas llamadas
conidiéforos, sobre los que se desarrollan los conidios (Hernandez-Velazquez y
Berlanga-Padilla, 1999c; Rehner, 2005; Romero-Machado, 1996).

Beauveria bassiana ramifica su micelio para formar conidiéforos simples e irregulares
los cuales terminan en vértice con forma de racimos (denominados fialides) con
forma de botella o brazo alargado de donde surge el primer conidio (Figura 1.2).
Posteriormente surgen mas conidios alrededor de la primera. Los conidios son
unicelulares y transparentes, generalmente de forma oval o globosa con tamafo
aproximado de 1.5 - 4 x 1.5 - 3 mm (Fassatiova, 1986; Hernandez-Velazquez y
Berlanga-Padilla, 1999c; Romero-Machado, 1996; Tanada y Kaya, 1993).

Figura 1.2. Representacion esquematica de Beauveria bassiana: a) Conidioforo, b)
Fialides, c) Conidios (Tomado de Hernandez-Velazquez y Berlanga-Padilla, 1999c).
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Este hongo produce dos tipos de unidades infectivas a lo largo de su ciclo infectivo:
o Conidios que son producidas sobre el micelio, las cuales son muy resistentes
a las condiciones ambientales.
o Blastosporas las cuales son producidas en la hemolinfa una vez que el hongo
ha penetrado en el hospedero. Son de tamafo un poco mayor en comparacion
a los conidios y con resistencia minima a condiciones ambientales adversas.
(Hegedus et al., 1990; Thomas et al., 1987).

Debido a que las especies de Beauveria se reproducen por produccién de conidios
(mitoesporas), ellas se han considerado asexuales y fueron tradicionalmente
clasificados como hifomicetes asexuales (Deuteromycetes) (Fassatiova, 1986), sin
embargo a través de métodos moleculares has sido posible colocar estos hongos

entre sus congéneres sexuales.

Recientes avances en la sistematica de Beauveria ponen en evidencia su relacion
con el teleomorfo del género Cordyceps (Ascomycota, Hypocreales, Clavicipiteceae).
Huang et al. (2002) confirman la relacion de C. bassiana y B. bassiana basado en
espaciadores internos transcritos (ITS). La conexiéon anamorfo-teleomorfo ha sido
corroborado en forma independiente en subsecuentes analisis moleculares de
pequeiias subunidades de RNA ribosomal (SSU-rRNA) (Rehner, 2005).



13

Tabla 1.4. Clasificacién taxonédmica de Beauveria bassiana (Catalogue of Life, 2008).

Nombre Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. 1912
= Remo | Fma

Phylum Ascomycota

Clase Ascomycetes

Orden Hypocreales

Familia - Clavicipitaceae

Genero ' Beauveria

Especie bassiana

1.6 Efecto del Oxigeno sobre el Crecimiento de Hongos Entomopatégenos.

Se sabe que los organismos aerobios tienen que enfrentar los efectos toxicos del O,
ya que éste en ocasiones produce especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) debido al metabolismo celular, principalmente a la cadena
respiratoria, o por acciéon de las NADPH oxidasas. Las ROS, tales como el radical
anién superoxido, peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilo, son altamente dafinos
para los constituyentes celulares, incluidos DNA, lipidos y proteinas. Para proteger a
las células de los posibles dafios que pueden provocar las ROS, los organismos
aerobios poseen defensas tanto enzimaticas como no enzimaticas, siendo unas muy
importantes las superdxido dismutasas (SOD) y las catalasas (CAT) que se
encuentran dentro de las defensas enzimaticas (Aguirre et al., 2005; Fridovich,
1998).

20}." + 2""0 -:-°1—-) H;O) + 0‘) ‘1}

2H,0, —— 5 2H,0 +0, )
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Para la detoxificacion de las ROS, primero el radical anién superdxido (O..-) es
convertido a peréxido de hidrégeno (H202) por accidon de las SOD (reaccion 1),
posteriormente las CAT descomponen el per6xido de hidrégeno en agua y oxigeno

molecular (reaccion 2).

Existen estudios donde se ha visto la respuesta que tienen tanto procariotas como
eucariotas al estrés oxidativo, que se define como el desequilibrio entre la produccion
de ROS vy los sistemas de defensa antioxidantes (Villa-Caballero et al, 2000). El
estrés oxidativo provoca cambios morfogenéticos, cesa el crecimiento y en muchos
casos lleva a la muerte de las células. Se sabe que en Neurospora crassa las ROS
son necesarios para la citodiferenciacién en ciertas fases del desarrollo celular,
ademas induce la activacién de sistemas antioxidantes de defensa tales como CAT y
SOD (Belozerskaya y Gessler, 2006).

Angelova et al. (2004) estudiaron también la respuesta al estrés oxidativo en hongos
filamentosos. Utilizaron paraquat y peréxido de hidrogeno como inductores de estrés
oxidativo. Los resultados mostraron que el crecimiento era mas lento y la produccion
de biomasa disminuia después de exponerlos a ROS, pero si le adicionaban SOD y

CAT comerciales, la resistencia de las esporas a las ROS aumentaba.

Recientemente se ha demostrado que la cantidad de oxigeno es una limitante para
la produccion de blastosporas de Metarhizium flavoviride en CL; los resultados
mostraron que con 100% de oxigeno disuelto en el medio de cultivo se obtuvo el
mejor rendimiento de blastosporas de dicho hongo (Issaly et al.,, 2005). Por otra
parte, se ha observado que el consumo de oxigeno en M. anisopliae se incrementa
en la germinacion de los conidios, pocas horas después de que el tubo germinativo
comienza a emerger (Braga et al,, 1999). Hasta el momento no se ha estudiado el
efecto en el crecimiento y produccion de conidios que provoca el estrés oxidativo en

Beauveria bassiana.
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2. ANTECEDENTES.

Ademas de los estudios relacionados con la produccién de hongos entomopatégenos
producidos en CMS mencionados anteriormente, en el laboratorio de Biologia
Molecular y Enzimologia del Departamento de Biotecnologia de la Universidad
Auténoma Metropolitana-iztapalapa se han realizado proyectos estudio con la
finalidad de incrementar la virulencia de aislados de B. bassiana, para lo cual se
realizaron mutaciones mediante radiacion UV a 2 aislados silvestres de dicho hongo
(Bb 4 y Bb 88) provenientes del Instituto de Fitosanidad del Colegio de
Posgraduados. Se utilizaron medios de cultivo con quitina y 2-desoxiglucosa (2DG)
para seleccionar los aislados mutantes que no perdieran la capacidad de producir
conidios, secrecion de enzimas hidroliticas y que tuvieran velocidades de crecimiento
por lo menos similares a la de los aislados silvestres (Loera, 2005; Robledo et al.,
2005). Posteriormente se realizé la caracterizacion fisiolégica de algunas de las
mutantes obtenidas para lo cual se comparo la actividad enzimatica en CMS y se
realizaron pruebas de virulencia sobre Sphenarium purpurascens (Rodriguez-Gémez
et al., 2004, 2005, 2007, 2008).

Asimismo, se ha determinado la relacién entre fenotipos de facil medicion y la
agresividad de los aislados contra insectos. Para ello se trabaj6 con una colecciéon de
aislados silvestres, mutantes y uno comercial de B. bassiana. Primero se
determinaron los fenotipos sobre medios de cultivo, tales como la viabilidad, la
densidad de los conidios y la velocidad de crecimiento radial. Posteriormente, por
medio de bioensayos en larvas de Tenebrio molitor, se obtuvieron datos para
conocer el aislado con mayor virulencia (Montesinos-Matias, 2008). Para el presente
proyecto se utilizo el aislado Bb 885.2 el cual fue uno de los mas virulentos con base

en los resultados del trabajo descrito.



16

También se ha estudiado el efecto de la composicion de la atmésfera sobre la
produccion y calidad de conidios de B. bassiana. Para la realizacion de dicho
proyecto, se realizaron evaluaciones a distintos valores de a,. Ademas se utilizo

CMS con salvado de trigo como sustrato y soporte (Nufiez-Gaona et al., 2008).

Paralelamente se ha evaluado el efecto de distintas composiciones de la atmésfera
en la produccion de biomasa de Metarhizium anisopliae, asi como la calidad y la
virulencia de sus conidios sobre larvas y adultos de T. molitor (Tlecuitl-Beristain,
2008).
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3. JUSTIFICACION.

Recientemente el control biolégico utilizando HE representa una alternativa al uso de
insecticidas convencionales en México ya que se ha empleado con éxito para el
control de diversas plagas en distintos estados del pais como Guanajuato, Jalisco,
Sinaloa y Tamaulipas. Los HE mas usados han sido B. bassiana, M. anisopliaecy P.
fumosoroseus, siendo el primero de gran importancia para el control de la broca del
café (Hyphothenemus hampei) debido a que esta plaga constituye una de las
mayores amenazas para el sector cafetalero de México (De la Rosa et al., 2000;

Hernandez-Velazquez y Berlanga-Padilla, 1999c; Montesinos-Matias, 2008).

Como se ha mencionado previamente, en la formulacién de bioinsecticidas basados
en hongos entomopatégenos existen problemas tales como el corto tiempo de vida
de anaquel, variacion de calidad entre lotes o la cantidad de conidios que se deben
asperjar en campos de cultivo (Alatorre-Rosas, 2006). En los ultimos afos se han
realizado estudios a nivel mundial con los hongos entomopatégenos mayormente
utilizados, destacando Beauveria bassiana'y Metharizhium anisopliae, para resolver
estos problemas (Arzumanov et al., 2005; Kang et al., 2005; Neves y Alves, 2000;
Sun et al., 2002; Ye et al., 2006).

Por otro lado, no existen reportes sobre el efecto de las atmésferas en la produccion
de conidios en Beauveria bassiana, sélo se ha reportado el efecto de estrés oxidativo
para otros hongos filamentosos (Angelova et al., 2004; Belozerskaya y Gessler,
2006). En este trabajo se estudiara la respuesta de Beauveria bassiana a atmésferas
con concentraciones distintas de oxigeno, y la posible interaccion por la presencia de
diéxido de carbono. La importancia del presente proyecto se basa en el analisis de
parametros de crecimiento, produccion y calidad de conidios de Beauveria bassiana,

usando un soporte natural facilmente manipulable.
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4. HIPOTESIS.

La composicion de la atmésfera afecta los patrones de crecimiento, produccion y

calidad de conidios de Beauveria bassiana obtenidos en CMS.

5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General.

Estudiar el efecto que tiene la composicién de distintas atmosferas sobre el

crecimiento y calidad de conidios de Beauveria bassiana.

5.2. Objetivos Particulares.

Determinar las condiciones de cultivo adecuadas para la produccion de conidios.

Determinar los parametros de rendimiento y tiempo maximo de produccién conidios.

Evaluar el efecto de la atmosfera sobre los rendimientos y calidad de conidios

obtenidos.



19

6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Evaluacion del Efecto de la Composicion de la Atmdsfera.

6.1.1. Microorganismo.

Se utilizé el aislado Bb 885.2 [esta cepa corresponde a la misma que reporta
Robledo et al. (2005) como 882.5], perteneciente a la coleccién de hongos del
laboratorio de Enzimologia y Biologia Molecular de la UAM-Iztapalapa, debido a que
ésta resulté ser el mas virulento en un estudio previo (Montesinos-Matias, 2008), la
cual se mantiene en pequefios cuadritos de agar Saubouraud-Maltosa al 2%
modificado (SMA) (agar 15g/L, maltosa 20 g/L, peptona de caseina 2.5 g/L, extracto
de levadura 0.5 g/L, avena 15 g/L) depositados en viales de vidrio conteniendo agua
desionizada (Garza-Lopez y Loera, 2006). El significado del cédigo de la

nomenclatura del aislado utilizado se muestra a continuacion:

Aislado silvestre Numero de la colonia
Bb 885.2

A

Abreviatura de B. bassiana Concentracion (g/L) de 2 DG utilizada
para la seleccién

6.1.2. Inéculo

El aislado de B. bassiana fue propagado por picadura en matraces Erlenmeyer de
250 mL conteniendo 50 mL de agar SMA, los cuales previamente fueron esterilizados
en autoclave a 15 PSI durante 15 minutos y posteriormente se incubaron a 28° + 1°C

durante 8 dias con fotoperiodo 12:12 horas.
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Figura 6.1. Propagacion del aislado Bb 885.2.
6.1.3. Cultivo en Medio Sdlido.

Se utilizaron botellas serolégicas de 75 mL conteniendo 5 g de arroz pre-cocido las
cuales fueron esterilizadas en el autoclave a 15 PSI durante 15 minutos. Se prepar6
una suspension de conidios adicionando 20 mL de una solucién de Tween 80 al
0.05% estéril a los matraces Erlenmeyer utilizados en la propagacion (seccién 6.1.2).
Posteriormente se realizé un conteo de conidios en camara de Neubauer y las
diluciones necesarias para obtener una concentracion de 5x10° conidios por mililitro
(con/mL). Finalmente se adicion6 1 mL de la suspension de conidios para obtener
una concentracion final de 1x10° conidios por gramo de sustrato sélido inicial
(con/gssi) y la cantidad necesaria de una solucion de extracto de levadura estéril
(0.5 g/L) para obtener humedad inicial de 40%, de la cual el extracto de levadura

aporté nitrégeno y vitaminas para favorecer el crecimiento del hongo.

6.1.3.1. Composiciones Atmosféricas

Atmoésfera [O:] [CO,]
P R R A R R R R R RO T BN RRE——SE =SS
Atmésfera Normal (AN) 21% 0%
21-5 21% 5%
16-5 16% 5%
26-0 26% 0%
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La modificacion de las composiciones atmosféricas se realizé colocando tapones de
goma a las botellas serolégicas, posteriormente se colocaron dos agujas, una para
facilitar la salida de los gases y la segunda conectada por medio de una manguera a
los tanques que contienen las diferentes mezclas gaseosas. Dicha modificacion de la
atmosfera se llevé a cabo a partir del tercer dia de cuiltivo durante un minuto con
recambios cada 24 horas para mantener la composicion constante. El cultivo se
incub6 durante 8 dias a 28° + 1°C con fotoperiodo 12:12 horas, teniendo 3 réplicas

para cada tratamiento.

Previamente se realizaron pruebas utilizando arroz como sustrato bajo las mismas
condiciones de cultivo descritas previamente en esta seccion, evaluando 40%, 50% y
60% de humedad inicial, con extracto de levadura (0.5 g/L) y sin extracto de levadura

para determinar las mejores condiciones de cultivo tinicamente con la atmésfera AN.
6.1.4. Determinacion de Parametros de Rendimiento.

6.1.4.1. Produccion de Conidios.

Se realizaron conteos de conidios tomando muestras de las botellas seroldgicas
cada 24 horas. Para ello, se adicionaron 20 mL una solucién de Tween 80 al 0.05% a
las botellas serologicas y se agitaron durante 10 minutos, posteriormente se realizé
el conteo de conidios en la camara de Neubauer.

6.1.4.2. Medicion de pH.

La suspension de conidios contenida en las botellas serolégicas fue vertida en tubos

Falcon de 50 mL para determinar los valores de pH utilizando un potenciémetro
Conductronic pH 120.
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6.1.4.3. Determinacion de Proteina Soluble.

Se utilizé el método de Bradford (1976), debido a que esta técnica es mas sensible
comparado con otras metodologias (Bio-Rad), para lo cual se hizo una curva
estandar con una solucion de seroalbiumina bovina de 200 ug/mL (Anexo 11.1). Se
ley6 la absorbancia en espectrofotometro a 595 nm. Para la determinacion de
proteina de las muestras se obtuvo un extracto adicionando 1 mL de la suspension
de conidios de los tubos Falcon a tubos Eppendorf y se centrifugé a 10000 rpm
durante 1 minuto. Se tomaron 800 pL del sobrenadante en tubos de ensayo de 10
mL y se adicionaron 200 pL de reactivo de Bradford (Sigma™). Posteriormente se
agitaron los tubos con un vortex y se después de 5 minutos se ley6 la absorbancia en

espectrofotometro (Beckman™ DU-640) a 595 nm.

6.1.4.4. Determinacion de Actividad Amilasa.

Debido a que el componente principal del arroz es el almidén, el cual esta formado
por monémeros de glucosa, que es un azucar reducto y ademas el hongo utiliza
como fuente de energia, se utilizo el método de acido dinitrosalicilico (DNS) para
cuantificar azucares reductores (Miller ef al. 1960). Se hizo una curva estandar con
una solucion de glucosa (2 mg/mL) (Anexo 11.2), leyendo la absorbancia en un
espectrofotometro a 640 nm. Para la determinacion de la actividad amilasa de las
muestras se utilizé como sustrato una solucion de almidén soluble al 1% (p/v)
disuelta en buffer de fosfatos (0.1M, pH 6.1). Asimismo se obtuvo un extracto como
se describe en la seccion 6.1.4.3. Se utilizaron tubos de ensayo de 10 mL. Se
preparé un blanco general con 0.9 mL de sustrato y 0.1 mL de buffer. Se prepararon
blancos de muestra adicionando 0.9 mL de sustrato. De igual manera para el analisis
de las muestras se adicionaron 0.9 mL de sustrato. Posteriormente se pusieron todos
los tubos en bafioc Maria a 40°C. Transcurrido un minuto se le agregé 0.1 mL de
extracto a los tubos destinados a analisis de muestras y se adicionaron 1.5 mL de

reactivo DNS al tubo de blanco general y a los tubos de blancos de muestra. Se
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homogenizaron cuidadosamente todos los tubos y se dej6é incubar por 30 minutos.
Después de haber transcurrido el tiempo, se agregaron 1.5 mL de reactivo DNS a los
tubos de las muestras para detener la reacciéon y 0.1 mL de extracto a los blancos de
muestra; todos los tubos se pusieron a ebulliciébn por 5 minutos. Después de ese
tiempo, los tubos se pusieron en agua con hielo hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Finalmente se leyé la absorbancia a 640 nm en un espectrofotometro
(Beckman™ DU-640). Una unidad de actividad amilasa fue definida como la cantidad

de enzima que libera un pmol de glucosa por minuto bajo las condiciones del ensayo.
6.1.5. Determinacion de Parametros de Calidad.
6.1.5.1 Hidrofobicidad.

Para determinar la hidrofobicidad de los conidios, obtenidos en las diferentes
composiciones atmosféricas, se realizo a los 8 dias de cultivo el ensayo modificado
de exclusién de fases utilizando n-hexadecano como solvente organico. Primero se
centrifugaron las suspensiones de conidios obtenidos, como se indica en la seccién
6.1.4.1, a 5000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente, en varios tubos
Eppendorff de 2 mL con la finalidad de tener suficiente volumen para el analisis. A
continuacion se deseché el sobrenadante y se realizé un lavado con agua destilada a
50°C; tanto la centrifugacién como el lavado se realizoé dos veces. Posteriormente se
realizé una tercera centrifugacion bajo las misma condiciones y se adicioné nitrato de
potasio (0.1 M) 1:1 v/v para neutralizar la carga de la superficie de los conidios. Se
estandarizaron las suspensiones de conidios a una concentracion final de 1x10’
con/mL. Posteriormente, se adiciondé 1 mL de n-hexadecano a tubos de ensayo y se
agregaron 3 mL de la suspension de conidios, se agitaron los tubos durante 10
segundos y se dejaron reposar por 30 minutos para permitir la separacion de fases.
Finalmente se recolect6 la fase acuosa y se registraron los datos de densidad oOptica
(DOgy¢) utilizando un espectrofotbmetro a 660 nm (Boucias et al, 1988; Jeffs y
Khachatourians, 1997; Romero-Machado, 1996; Shah et al.,, 2007). La densidad
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optica total (DOiwta) se determiné con la suspension de conidios inicial. La
hidrofobicidad relativa se determiné utilizando una ecuacién que describe la relacion,
expresada en porcentaje, entre los conidios hidrofébicos que emigran a la fase
organica y los que permanecen en la fase acuosa, la cual se muestra a

continuacion:

Hidrofobicidad relativa (%) = 100[1 _( DO, H

ttal

6.1.5.2. Porcentaje de Germinacion.

Este parametro se determindé a los 8 dias de cultivo. Se prepararon camaras
humedas colocando un portaobjetos con un soporte de goma sobre papel filtro. En
los extremos de cada portaobjetos se colocé una alicuota de agar-agua (agar 15g/L)
estéril con la ayuda de una pipeta Pasteur. Finalmente de una suspension de
conidios (1x10° con/mL) se adicion6 una alicuota de 50 uL sobre el de agar-agua ya
solidificado y se adiciondé 1 mL de agua destilada estéril al papel filtro de las camaras
humedas. Pasadas 20 horas se realiz6 el conteo al microscopio de por lo menos 100
conidios, registrando los conidios germinados y los no germinados, utilizando el
objetivo 40X. (Monzén, 2001). Los conidios con tubo germinativo mayor a su

diametro fueron considerados como germinados.
6.1.5.3. Cria de Tenebrio molitor.

Se separaron los diferentes estadios de Tenebrio molitor (larva, pupa, adulto) y se
depositaron en contenedores de plastico con tapa agujerada para permitir que los
insectos respiraran. Tres veces por semana se hizo limpieza de todos los
contenedores para separar los estadios (Fig. 6.2) y quitar los cadaveres para evitar
que la colonia se contaminara. Posteriormente se agregdé avena y salvado de trigo

como alimento y algodén humedecido con agua (Montesinos-Matias, 2008).
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Figura 6.2. Estadios de Tenebrio molitor. a) Larva, b) Pupa, c) Adulto
6.1.5.4. Bioensayo.

Después de transcurrido el tiempo de CMS con atmoésferas modificadas (seccion
6.1.2), se obtuvieron suspensiones de conidios de los diferentes tratamientos, para lo
cual se agregaron 30 mL de una solucion de Tween 80 al 0.05% en cada botella
serologica, se agitaron durante 10 minutos y posteriormente se estandarizaron las
suspensiones a una concentracion final de 1x10°® con/mL. Los conteos se realizaron
en camara de Neubauer. Se seleccionaron adultos de Tenebrio molitor sanos, de
tamafo homogéneo formando grupos de 12 adultos por cada caja de Petri de 90
mm, para conformar una unidad experimental, teniendo ademas 5 replicas para cada
tratamiento. Cada grupo de adultos fue sumergido en 30 mL de suspensién de
conidios durante 3 segundos y depositado en uns caja de Petri (Butt y Goettel, 2000;
Eken et al., 2006; Goettel e Inglis, 1997). Paralelamente, se hizo un tratamiento
control, sumergiendo los insectos en 30 mL de Tween 80 al 0.05%. Se adicion6
alimento estéril (avena, salvado de trigo 1:1) a todas las cajas. Finalmente las cajas
de Petri se colocaron en una camara humeda, la cual consisti6 en una caja de
plastico transparente con papel filtro humedecido con agua estéril y sellada con un
pliego de plastico. Se incubaron las cajas a 28° + 1°C con fotoperiodo 12:12 horas.
Se mantuvo la camara humeda durante 5 dias para promover la germinacién de los

conidios (Montesinos-Matias, 2008).
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Se realizaron observaciones todos los dias y se registré el nimero de individuos
muertos. Posteriormente los insectos muertos se depositaron en camara himeda
para confirmar que la muerte de los insectos fue debido a micosis producida por
conidios de B. bassiana (Tefera y Pringle, 2003).

El tiempo en el que se alcanza 50% de mortalidad (TLso) en los grupos de insectos
se determiné mediante el ajuste de los datos experimentales a la ecuaciéon que se

muestra a continuacion:

Y =(100-S)e () 4 5

Donde:

k = Velocidad especifica de mortalidad

to = Tiempo de retardo de inicio de muerte

S = Porcentaje de sobrevivencia al final del bioensayo

Y = Porcentaje de sobrevivencia al tiempo t.

La ecuacion anterior es una funcién de decaimiento exponencial a partir del momento
en que los insectos infectados comienzan a morir (Rodriguez-Gémez et al., 2008).
Los mejores ajustes de los datos experimentales se obtuvieron mediante el algoritmo
Solver (Excel, Microsoft) (Montesinos-Matias, 2008).
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6.2. Analisis Estadistico.

Con los datos obtenidos se realizé un Analisis de Varianza utilizando la prueba de
comparaciones multiples de Tuckey-Kramer, con un nivel de significancia de =0.05.
Para el analisis de diferentes porcentajes de humedad iniciales, la variable analizada
fue rendimiento de conidios. Por otra parte, los parametros analizados para el
rendimiento debido efecto de la composicién de la atmésfera al dia final del cultivo
fueron: rendimiento de conidios, pH, proteina soluble y rendimiento de actividad
amilasa. En lo que respecta a la calidad de los conidios, los parametros analizados
fueron: TLsp, k, to, S, viabilidad e hidrofobicidad. Se utilizé el programa de computo de

analisis estadistico SPSS para Windows version 13.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Efecto del contenido de humedad inicial del sustrato en la produccion de

conidios.

En la Figura 7.1 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de tres
distintas humedades iniciales del sustrato (40%, 50% y 60%) y con o sin la adicion de
la solucién de extracto de levadura (0.5 g/L). Con una humedad inicial de 40% en
presencia de extracto de levadura, se obtuvo la mayor cantidad de conidios (4.9x10°
con/gssi), a los 8 dias de cultivo, mientras que con 50% de humedad inicial y sin la

adicion de extracto de levadura se registro fa menor produccion de conidios (4x107

con/gssi).
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Figura 7.1. Concentracion de conidios por gramo de sustrato sélido inicial medido
a los 8 dias de cultivo con distinta humedad inicial, con extracto de levadura
y sin extracto de levadura (0.5 g/L) a atmoésfera normal (AN). Las letras
distinguen los grupos obtenidos en la prueba de Tuckey (P < 0.05).
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Asimismo se puede observar que se present6é una disminucién en la produccion de
conidios en humedades mayores a 40%, siendo este porcentaje de humedad
significativamente distinto (P < 0.05) al resto de los tratamientos. Dicha disminucion
se pudo deber a que cuando se incrementa el contenido de agua, los poros del
sustrato se llenan, dificultando la transferencia de oxigeno e impidiendo el
crecimiento del hongo (Durand et al.,1988; Nufiez-Gaona ef al., 2008). En un estudio
previo, en el cual se utilizé el mismo aislado mutante de B. bassiana (Bb 885.2), se
obtuvo una produccién maxima de conidios con una humedad inicial del 66%
utilizando salvado de trigo como sustrato, ademas se destacé que el incremento en
la humedad inicial disminuia la produccion de conidios (Nufiez-Gaona et al., 2008).
Una vez elegido el medio para obtener la maxima concentracion de conidios en 8
dias, se procedio a probar el efecto de las atmdsferas en los parametros fisiolégicos

y de calidad.
7.2. Perfiles de Produccion de Conidios.

En lo que respecta a la determinaciéon de parametros de rendimiento (Fig. 7.2), se
puede observar que al octavo dia de cultivo, la cantidad maxima de conidios se
obtuvo en la atmosfera denominada 26-0 (1.1x10° con/gssi), teniendo diferencia
significativa con el resto de las atmoésferas (P < 0.05). En la atmésfera 21-5 se obtuvo

la produccién de conidios mas baja al final del cultivo (1.8x108 con/gssi).

El tiempo maximo de produccién de conidios para el tratamiento AN fue al dia 7 (Fig.
7.2), lo cual coincide con experimentos realizados con anterioridad en el laboratorio
(Nufiez-Gaona et al., 2008); sin embargo, el aislado de B. bassiana utilizado alcanzé
la  produccibn maxima de conidios 24 horas después con el resto de las
composiciones atmosféricas. El rendimiento de la produccion de conidios se
increment6 48% con la atmésfera 26-0 y 6% con atmésfera 16-5, en comparacion a
la atmoésfera normal (AN). Es importante sefalar que con la atmoésfera 21-5 el

rendimiento fue de solo 16% respecto a lo obtenido con la atmésfera AN (1.8x10°
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con/gssi y 1.1x10° con/gssi respectivamente). De acuerdo con el estudio realizado
por Ye et al. (2006), en el cual se utilizé un sistema bifasico y arroz como sustrato
para la produccion de conidios, fue posible obtener rendimientos de
aproximadamente 2.4x10° conidios/gssi; sin embargo, debido a que el inéculo que se
utilizo para ese experimento fue micelio activo obtenido en CL, la produccidon maxima

de conidios fue al sexto dia de cultivo.

En un reporte de Grimm (2001) se mencioné un proceso de produccion de conidios
de B. bassiana y M. anisopliae en Costa Rica, el cual consistié en una propagacion
en agar PDA sobre cajas de Petri, posteriormente, se tomaba inéculo y se
depositaba en matraces Erlenmeyer que contenian 50 g de arroz pre-cocido y
finalmente los conidios obtenidos de los matraces se transferian a bolsas de
polipropileno con 200 g de arroz pre-cocido. Los rendimientos obtenidos de conidios
fueron de 5x10° con/gssi y 8x10® con/gssi respectivamente para los HE utilizados.
Cabe destacar que todo este proceso tomé aproximadamente 30 dias. En este
sentido, se realizé un estudio para seleccionar diferentes cepas de B. bassiana en el
cual se utilizé el mismo sustrato y los rendimientos obtenidos maximos fueron de

2.7x10° con/gssi aunque no se menciona el tiempo del cultivo (Neves y Alves, 2000).

Por su parte, Kang et al. (2005) utilizaron una mezcla salvado de trigo y cascarilla de
arroz como sustrato, depositados en un biorreactor. Se observé una produccion
maxima de conidios de 1x10'° con/gssi. En otro experimento se estudié la influencia
del sustrato sobre la produccién de conidios de B. bassiana utilizando distintos
residuos agroindustriales, tales como residuos de papa, bagazo de cafa y residuos
de café. Los resultados mostraron que la mayor produccion de conidios fue de
1.1x10"° conidios/gssi, siendo el sustrato una combinacién de residuos de papa y
bagazo de cafa (60-40% p/p), sin embargo el inéculo inicial fue de 107 conidios/gssi
y el tiempo de cultivo fue de 10 dias (Dalla-Santa et al., 2005); este nivel de in6culo
fue del doble comparado con el presente trabajo, ademas los cultivos se prolongaron

2 dias mas.
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También se sabe que utilizando Gnicamente salvado de trigo como sustrato para la
produccién de conidios de B. bassiana se pueden obtener rendimientos de alrededor
de 1x10"° con/gssi (Nufiez-Gaona et al., 2008).
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Figura 7.2. Cinética de produccién de conidios del aislado Bb 885.2 a distintas

composiciones atmosféricas. ( @Atmosfera Normal; [ JAtmoésfera 21% O, 5% CO;

/\ Atmésfera 16% O3, 5% CO,; X Atmoésfera 26% O,). La flecha indica el dia en
que se inicié la modificaciéon de la atmésfera.

Los rendimientos de produccibn de conidios obtenidos bajo las distintas
composiciones atmosféricas utilizadas son similares a algunos de los resultados
publicados en Ia literatura, como se describe previamente (Fig. 7.2). Sin embargo, los
datos publicados en los que se muestra que los conidios producidos fue mayor,
puede ser debido a la utilizaciéon de diferentes sustratos o tipos de cultivo, como se

describe anteriormente. Asimismo, ninguno de los trabajos mencionados incluye
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modificaciones en la composicion del aire o uso de moléculas que induzcan estado

oxidante.

Como se ha mencionado anteriormente, el oxigeno tiene un papel limitante en la
produccion de unidades infectivas en M. flavoviride, ya que se necesita que el medio
liquido esté saturado de oxigeno (Issaly et al., 2005). Por otra parte, algunos hongos
filamentosos como N. crassa y A. nidulans, necesitan la generacion metabdlica de
ROS, ya que éstos actian como mecanismos de sefalizacién en la diferenciacion
celular, ademas se activan los sistemas antioxidantes enzimaticos (Aguirre et al.,
2005; Belozerskaya y Gessler, 2006). En este sentido, Angelova et al. (2004)
desarrollaron un experimento donde indujeron estrés oxidativo en varias especies de
hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium por medio de moléculas altamente
oxidantes; los resultados obtenidos mostraron disminucion en el crecimiento y

produccién de biomasa de dichos hongos.

Se ha estudiado el efecto del CO; sobre el crecimiento de hongos filamentosos como
A. niger y P. chrysogenum (Ho y Smith, 1986; Mcintyre y McNeil, 1997; Smith y Ho,
1985), los resultados mostraron que a concentraciones entre 3% y 5% de CO; la
produccion de penicilina y la velocidad de crecimiento de P. chrysogenum no se
afecto, ademas para el caso de A. niger se inhibia considerablemente la produccion
de biomasa y citrato en la fase lag de crecimiento, con una mezcla gaseosa que
contenia 7.5% (viv) de CO,. Por su parte, lkasari y Mitchell (1998), utilizando
Rhizopus oligosporus, reportaron que el tiempo de fermentaciéon se prolongaba al
usar concentraciones de CO; entre 8 y 16% disuelto en medio liquido. Asimismo, se
ha encontrado que este gas beneficia el crecimiento de Phanerochaete
chrysosporium, Polyporus tulipiferae, and Polyporus sp. (Levonen-Muioz y Bone,
1985). Un dato importante es que a concentraciones de CO, de 8%, las hifas y
esporas de P. chrysogenum se hinchaban y se encontraron células esféricas con
forma de levaduras (Smith y Ho, 1985). En este sentido también se ha demostrado

que en Aspergillus ruber, A. flavus, Penicillium brevi-compactum y otros, la velocidad
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de crecimiento radial aumentaba con una concentracion de CO; de 10% (Yang y
Lucas, 1970).

7.3. Perfiles de pH.

Como se puede observar en la Figura 7.3, los perfiles de pH tuvieron variaciones en
todas las atmdsferas. Con la atmdsfera AN se obtuvo el menor valor (pH=5.6),
significativamente distinto (P < 0.05) a los valores alcanzados con el resto de las
atmosferas . Ademas la atmoésfera 16-5 mostré el mayor valor de pH (6.0).
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Figura 7.3. Cinética de pH del aislado Bb 885.2 a distintas composiciones
atmosféricas. (0 Atmosfera Normal; [] Atmésfera 21%, O, 5% CO,; /\ Atmésfera
16% O3, 5% COg; XK Atmésfera 26% O,). La flecha indica el dia en que se inicio la

modificacién de la atmosfera.



Ying y Feng (2006) estudiaron el efecto de distintas fuentes de carbono, rango de pH
inicial (entre 4 y 8) y concentraciones de metales sobre conidios aéreos de B.
bassiana y su relacién con la tolerancia al estrés térmico. Los resultados obtenidos
mostraron que los conidios fueron mas resistentes a la temperatura en un rango de

pH entre 5y 6, ademas la fuente de carbono 6ptima fue glucosa.

Se han realizado estudios en los que se varia el rango de pH inicial del sustrato,

utilizando B. bassiana, obteniendo los mejores rendimientos a pH 6 (Dalla-Santa et

al., 2004, 2005; Soccol et al., 1997). Por otra parte se han registrado los valores de

pH en un cultivo en medio liquido Papa-Dextrosa (PDB) del mismo HE a los 7 dias;

dichos valores oscilan entre 43 y 54 (Talaei-Hassanloui et al., 2006).°
Recientemente, se desarrollé un experimento donde se ajusta el valor inicial de pH a

7 para la propagacion y obtencion de conidios de B. bassiana en medio PDA

(Rodriguez-Gémez et al., 2008).

Se puede observar que los valores reportados de pH iniciales y finales son muy
variados dependiendo de las condiciones y tipo de cultivo, tal como ocurre con los
rendimientos de conidios obtenidos. Es importante sefialar que las cinéticas de pH
obtenidos bajo las diferentes condiciones atmosféricas (Fig. 7.3) se encuentran

dentro del rango de valores de pH reportados en los diferentes estudios realizados.

7.4. Perfiles de Proteina Soluble.

Los perfiles de proteina soluble en el extracto presentaron tendencias muy similares
para los cuatro tratamientos evaluados (Fig. 7.4). Cabe sehalar que se puede
apreciar un aumento en los ultimos tres dias de la cinética con la atmésfera 16-5,
siendo significativamente mayor (P < 0.05) a la proteina soluble presente con la

atmoésfera AN: 5.0 y 3.7 mg/gssi, respectivamente al octavo dia de cultivo.
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Una forma de medir actividad metabodlica de B. bassiana bajo las condiciones de
cultivo de este proyecto se determiné con esta variable de respuesta, debido a las
dificultades de obtener valores confiables de biomasa; sin embargo, no hay reportes
en los que se realicen mediciones de proteina soluble con la misma finalidad,

unicamente para reportar actividad especifica de proteasas (Donatti et al., 2008).
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Figura 7.4. Cinética de proteina soluble presente en el extracto del aislado Bb 885.2
a distintas composiciones atmosféricas. (@ Atmosfera Normal, [1 Atmosfera 21% O,
5% CO,; /A Atmésfera 16% O,, 5% CO,; X Atmosfera 26% O,). La flecha indica el
dia en que se inici6 la modificacion de la atmasfera.
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7.5. Perfiles de Actividad Amilasa.

Los perfiles de actividad de amilasas totales mostraron que en la atmésfera 21-5 se
aumenté de manera importante el rendimiento de ésta actividad, alcanzado 12.6
Ul/gssi (Fig. 7.5), mientras que el menor rendimiento fue de 4.1 Ul/gssi en la
atmésfera con la mas baja concentracion de oxigeno (16-5). Cuando no existe
limitacion de O,, la concentracion de CO, tiene un efecto positivo en la produccién de
amilasas, puesto que la produccion de estas enzimas se incrementé 2.5 veces con la

atmésfera 21-5 comparado con el valor obtenido en la atmésfera AN.
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Figura 7.5. Cinética de rendimiento de actividad amilasa del aislado Bb 885.2 a
distintas composiciones atmosféricas. (4 Atmoésfera Normal; [JAtmosfera 21% O,
5% CO,; /\ Atmoésfera 16% O, 5% COy; XK Atmosfera 26% Oy).

La flecha indica el dia en que se inici6 la modificacion de la atmésfera.
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De igual manera se puede observar que la actividad amilasa se incrementé a partir
del segundo dia de recambio atmosférico. La producciéon de amilasas en diferentes
hongos filamentosos como Aspergillus oryzae, A. fumigatus, A. niger, A. flavipes 'y N.
crassa se ha evaluado entre 48 y 168 horas (2 y 7 dias) dependiendo del
microorganismo y las condiciones de cuiltivo (Frolova et al., 2002; Goto et al.,1998;
Guimaraes et al., 2006; Juge et al. 1998).

7.6. Hidrofobicidad y Germinacion.

Previo a la realizacion del bioensayo se realiz6 la determinacion de los parametros
de hidrofobicidad y germinacidn, ya que estan relacionados con la virulencia, ademas
en este trabajo se pretendié evaluar como se afectan en funcion de la atmoasfera, lo
cual no ha sido reportado. Como se puede observar en la figura 7.6, los porcentajes
de hidrofobicidad y de germinacion de los conidios obtenidos también fueron
afectados por la composicion de la atmésfera. El mayor porcentaje de hidrofobicidad
se obtuvo con la atmosfera AN (64.2%), el cual fue significativamente mayor a los
valores obtenidos con el resto de las atmosferas evaluadas (P < 0.05), mientras que
el valor menor fue de 37.1% obtenido con la atmosfera 16-5. Comparativamente, el
valor de hidrofobicidad obtenido con el tratamiento AN y los respectivos de las

atmosferas modificadas, disminuyeron al menos 25%.

En lo que respecta al porcentaje de germinacion, los conidios obtenidos con el
tratamiento AN presentaron un valor de 88.7% teniendo diferencia significativa (P <
0.05) con los tratamientos restantes; por su parte, los conidios obtenidos con la
atmosfera 16-5 mostraron el porcentaje de germinacion menor (43.3%). Dichas
disminuciones son mas notables cuando las atmosferas utilizadas contenian CO,
(Fig. 7.6). Cabe sefalar que la modificacién de la atmédsfera provocéd una disminucion

de aproximadamente 24% con respecto a la AN.
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Previamente se ha determinado la hidrofobicidad de los conidios de aislados
silvestres y mutantes de B. bassiana utilizando el método de exclusion de fases con
la diferencia de que se utilizé tolueno como solvente organico. Dicho experimento
mostro valores de hidrofobicidad entre 60% y 100% dependiendo del aislado y no se
encontré ninguna correlaciéon positiva entre este parametro y el aumento de la

virulencia de los aislados utilizados (Montesinos-Matias, 2008).

La hidrofobicidad es un factor muy importante que debe ser considerado en la
formulacion de un bioinsecticida ya que de esto depende que los conidios de los HE
se adhieran a la cuticula de los insectos (Boucias y Pendland, 1998; Hegedus et al.,
1992). Dentro de las vias de infeccion de los HE, la mas importante es por medio del
tegumento del insecto por lo que la unién de los conidios a la cuticula se efecttia en
dos pasos. Primero, se realiza una unién no especifica mediada por la interacciéon
hidrofobica de la epicuticula del insecto con la pared celular de los conidios.
Posteriormente se efectua una union especifica entre antigenos que se encuentran
en la superficie de los conidios y la cuticula del hospedero (Jeffs y Khachatourians,
1997). Ademas se ha demostrado que las capas exteriores de los conidios, las
cuales son hidrofébicas, ayudan a proteger a éstas contra las condiciones
ambientales que pudieran afectarlas tales como falta de humedad, temperaturas

extremas y radiacion UV (Boucias et al., 1988).

Se ha recomendado que el parametro de germinacién sea medido desde las 12 y
hasta las 72 horas, sin embargo es muy comun determinar este parametro a las 24
horas (Goettel e Inglis, 1997). De igual manera se ha publicado en la literatura que
en algunos paises de Centroamérica es comun medir el porcentaje de germinacion

de hongos entomopatégenos a las 20 horas (Monzén, 2001).

En estudios similares realizados con anterioridad sobre agar Sabouraud Maltosa
(SMA), se reportadn valores de porcentaje de germinacion entre 50% y 87%, agar
Sabouraud Maltosa (SMA) (Montesinos-Matias, 2008). Por su parte, Talaei-
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Hassanloui et al. (2006) determinaron el porcentaje de germinaciéon en distintas
cepas de B. bassiana, propagadas en medio SDA a las 24 horas obteniendo un
intervalo entre 23% y 81%. Las cepas que tuvieron los mayores porcentajes de
germinacion fueron provenientes del medio oriente mientras que la de menor valor
fue una cepa de Canada. Lo anterior indica que las diferencias entre los porcentajes
de germinacion e hidrofobicidad dependen del tipo de cultivo y de los aislados
utilizados.
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Figura 7.6. Porcentaje de hidrofobicidad y germinacion de los conidios obtenidos a
los 8 dias de cultivo bajo diferentes composiciones atmosféricas. AN: Atmédsfera
Normal; 21 5: 21% O, 5% CO,; 16 5: 16% O2 5% COy; 26: 26% O,. Las letras
distinguen los grupos obtenidos en la prueba de Tuckey (P < 0.05).

7.7. Bioensayo.

Respecto a la determinacion de los parametros de calidad sobre adultos de Tenebrio
molitor, una vez que se realizé el ajuste al modelo descrito en la seccion 6.1.4.4,

unicamente se alcanzé6 TLsg con conidios obtenidos del tratamiento AN y 26-0, siendo
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significativamente distintos (P < 0.05), ya que con los conidios obtenidos con los
tratamientos 16-5 y 21-5, el porcentaje de mortalidad fue menor al 50% (31.6 y 47.5,
respectivamente). Para el parametro k no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (P < 0.05). En cuanto al parametro ty, el menor tiempo se
obtuvo con la atmoésfera AN (2.9 dias) el cual es significativamente diferente a los
valores obtenidos con las atmoésferas restantes (P < 0.05). En lo que respecta al
parametro S, unicamente con el tratamiento AN se obtiene 0% de sobrevivencia de
insectos infectados, siendo significativamente diferente al resto de los tratamientos
(P < 0.05), mientras que con la atmoésfera denominada 16-5 los insectos infectados
tuvieron en mayor porcentaje de sobrevivencia (68.4%). Lo anterior indica que el
aumento en los valores de estos parametros, debido a la modificacion de la
composicion de la atmosfera, principaimente por la presencia de CO,, se reflejo en la
disminucion virulencia de los conidios, ya que los insectos infectados tardaron mas

tiempo en morir y no se alcanzé el 100% de mortalidad (Tabla 7.1, Figura 7.7).

Por otra parte, la presencia de CO; provocé que la calidad de los conidios obtenidos
disminuyera, debido a que no se alcanza el 50% de mortalidad de los insectos
infectados. De igual manera, la modificacién de las atmosferas incrementé casi al
doble el tiempo de retardo de inicio de muerte (Tabla 7.1, Figura 7.7). Una
caracteristica de los conidios que puede explicar estos resultados se encuentra en
los cambios en la hidrofobicidad, ya que el crecimiento en presencia de CO, (5%) y
aunado a la baja en O, (16%), caus6 una disminucién significativa de éste parametro.
Sin embargo, el efecto mas notable fue en la reduccion en el porcentaje de
germinacion (Fig. 7.6). Es importante senalar que estas comparaciones deben incluir
otros insectos plaga, asi como bioensayos en distintos estadios de desarrollo, de
manera que se tenga una valoracién del efecto de las atmosferas sobre otros
insectos. Los distintos tipos de insectos y estadios de desarrollo tienen un efecto

diferencial en la respuesta de virulencia (Rodriguez-Gémez et al., 2008).
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En estudios realizados previamente, se reportaron valores para B. bassiana de TlLso
entre 2.3y 4.1, k entre 0.8 y 3.7, t, 1.7 y 3.4, ademas el porcentaje de sobrevivencia
no superé 3%, usando adultos de Tenebrio molitor. Los parametros de virulencia
fueron obtenidos con ayuda del mismo modelo propuesto en este trabajo (Rodriguez-
Gomez et al., 2008). Asimismo se han utilizado larvas del mismo insecto con los
cuales se obtuvieron valores menores en todos los parametros mencionados
anteriormente. Dichas diferencias se pueden atribuir al efecto de los sustratos y

aislados utilizados (Montesinos-Matias, 2008; Rodriguez-Gémez et al., 2008).

Por otra parte, se han desarrollado estudios en los que comparan la virulencia de tres
cepas de B. bassiana y una de M. anisopliae sobre larvas de T. molitor. Se evaluaron
diferentes medios de cuiltivo, variando la relacién C/N; sin embargo, unicamente
reportan valores de TLsy dentro de un rango de 2 a 12 dias, dependiendo del
microorganismo (Safavi et al., 2007; Shah et al., 2005). De manera similar, se han
realizado experimentos en los que se utilizaron diferentes HE e insectos hospederos.
Gindin et al. (2006) evaluaron la virulencia de B. bassiana y M. anisopliae contra
huevecillos, larvas y adultos de Rhynchophorus ferrugineus; los resultados mostraron
que las cepas de B. bassiana no produjeron mortalidad mayor de 20%, mientras que

M. anisopliae produjo 100% de mortalidad.

Por su parte, Sheeba et al. (2001) utilizaron B. bassiana para evaluar la virulencia en
Sitophilus oryzae y encontraron que a una concentracién de 10’ con/mL el porcentaje
de mortalidad era de 75% aproximadamente y TLso de 13.5 dias. Asimismo, se utilizo
B. bassiana para estudiar la virulencia contra Plutella xylostella y Leptinotarsa
decemlineata teniendo mortalidad maxima de 75% y 60% respectivamente (Talaei-
Hassanloui et al., 2006).

Las diferencias de virulencia de B. bassiana entre diversos insectos es inherente a
las cepas utilizadas. De igual manera, son notables las diferencias en los parametros

de virulencia entre B. bassiana y M. anisopliae aun cuando se utilizé el mismo
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insecto hospedero. Ademas es necesario mencionar que no se puede realizar una
comparacion mas estricta debido a que se utilizan diferentes modelos para obtener

los parametros de virulencia.

De acuerdo con la literatura, se han evaluado en diversos hongos filamentosos
combinaciones de mezclas de gases, variando la proporcién de oxigeno y didxido de
carbono, los resultados encontrados no muestran una tendencia especifica. Sin
embargo, para el caso de hongos entomopatdégenos no se han encontrado reportes
donde se haya evaluado el efecto de diferentes composiciones atmosféricas sobre la

produccion de conidios, asi como el impacto en la calidad de los mismos.
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Tabla 7.2. Resumen de parametros fisiolégicos de conidios de Beauveria bassiana obtenidos
bajo diferentes composiciones atmosféricas. Las letras distinguen los grupos obtenidos en
la prueba de comparaciones multiples de Tuckey-Kramer (P < 0.05).

Produccién de Conidios Proteina Soluble Actividad Amilasa
Atmoésfera pH :
(con/gssi) (mg/gssi) (Uligssi)
1.1x10°£2.1x100b | 56+02a 37+02a i 410,
21-5 1.8x10%+ 5.3x10” a 58+00a,b 49+03b 126+0.7¢c
16-5 1.3x10°+ 4.0x10 "¢ 6.0+0.0b 50+0.3b 41+03a
26 1.8x10°+ 5.3x10" d 6.0+00b 44+02D 56+03b

Tabla 7.3. Resumen de parametros importantes de calidad de conidios de Beauveria bassiana obtenidos
bajo diferentes composiciones atmosféricas. Las letras distinguen los grupos obtenidos en
la prueba de comparaciones multiples de Tuckey-Kramer (P < 0.05).
i TLso S ' Hidrofobicidad Germinacion

Atmoésfera

21-5 - 525+123b,c 48.2+3.7b 53.3+29b
16-5 - 684+59c 371+28a 433t15a
26 6.1+0.1 366110.3Db 473+14b B7.7x25¢




45

8. CONCLUSIONES

Se demostré que a humedades iniciales superiores a 40% el aislado de Beauveria
bassiana Bb 885.2 disminuy6 su crecimiento sobre arroz. Por otra parte, se encontr
que este aislado tiene un efecto positivo en la produccion de conidios cuando se
incrementa la concentracion de O3 (26%). Asimismo, se encontrdé que el aislado fue
sensible al incremento en la concentracion de CO; (5%), ya que se produjo un

decremento en la produccién de conidios y un aumento en la actividad amilasa.

Respecto a las variables de calidad de los conidios analizadas (TLso, k, to, S,
hidrofobicidad y germinacion) sobre Tenebrio molitor, se observé que todas las
variables fueron afectadas al modificar la atmosfera. El efecto mas notable, tal como
se observé en las variables fisiologicas, fue cuando las mezclas gaseosas contenian

5% de CO,, ya que en general la calidad de los conidios disminuyé.
9. PERSPECTIVAS

e Determinar perfiles de produccién de conidios, pH, proteina soluble y actividad
amilasa, asi como los parametros de calidad de conidios obtenidos bajo las

composiciones atmosféricas 16% O, sin CO2 y 26% Oy, 5% CO..

+ Realizar bioensayos en larvas de Tenebrio molitor con la finalidad de maximizar
las diferencias del efecto de la composiciéon de la atmoésfera y comparar con los

resultados obtenidos en adultos del mismo insecto.

o Determinar la existencia de estrés oxidativo en los cultivos sometidos a las

diferentes atmosferas.
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11. ANEXOS

11.1. Curva Estandar para la determinaciéon de Proteina Soluble por el Método
de Bradford.

Para la construccién de la curva estandar se preparé una solucién de seroalbumina
bovina (BSA) a una concentraciéon de 200 ng/mL. Se agregaron 100 pL de la solucion
de BSA y 700 pL de agua destilada en tubos de ensayo de 10 mL. Posteriormente se
hicieron diluciones 1:1 v/v con agua destilada. Finalmente se agreg6 a cada tubo 200
uL del reactivo de Bradford (Sigma™) y después de transcurridos 5 minutos se leyo
la absorbancia en el espectrofotometro Beckman™ DU-640 a 595 nm (Bradford,
1976). Cada dilucién se realizé por triplicado.

Las concentraciones finales de proteina y en promedio de absorbancia fueron las
siguientes:

Proteina Absorbancia
(pg/mlL) Promedio
0.00 0.00
0.63 0.04
1.25 0.05
5.00 0.11
10.00 0.17
20.00 0.25

Se realiz6 el ajuste con la ecuacion de la linea recta para obtener los parametros
correspondientes. La ecuacion de la recta se describe a continuacion.

y=mx+b

Donde:

y = Absorbancia

m = Pendiente de la Recta

x = Concentracion de Proteina
b = Ordenada al Origen
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Figura 11.1. Curva estandar de BSA para la medicion de proteina soluble por el
método de Bradford.

11.2. Curva Estandar para la determinacion de Actividad Amilasa por el Método
de DNS.

Para la construccion de la curva estandar se prepar6 una solucion de glucosa a una
concentracion de 2 mg/mL. Se tomaron 2 mL de la solucién de glucosa y se
depositaron en tubos de ensayo de 10 mL, se agregé 1 mL de buffer de fosfatos
(0.1M, pH 6.1). Posteriormente se hicieron diluciones 1:1 v/v con el mismo buffer.
Cada dilucion se realizé por triplicado. Se agregaron a todos los tubos 1.5 mL del
reactivo DNS y se dejaron incubar en baiio Maria durante 30 minutos a 40°C. Pasado
ese tiempo los tubos se pusieron a ebullicion durante 5 minutos. Finalmente los tubos
se enfriaron en agua con hielo hasta temperatura ambiente y se leyo la absorbancia
en el espectrofotémetro Beckman™ DU-640 a 640 nm (Miller et al., 1960)

A continuacion se muestran las concentraciones finales de glucosa en cada tubo y
los promedios de absorbancia correspondiente a cada concentracion.
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Glucosa Absorbancia

(mg/mL) Promedio
0.00 0.00
0.06 0.04
0.13 0.10
0.25 0.24
0.50 0.51
1.00 1.00

Se realiz6 el ajuste con la ecuacion de la linea recta para obtener los parametros
correspondientes. La ecuacion de la recta se describe a continuacion

y=mx+b

Donde:

y = Absorbancia

m = Pendiente de la Recta

x = Concentracion de Proteina
b = Ordenada al Origen
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Figura 11.2. Curva estandar de glucosa para la medicién de actividad amilasa
por el método de DNS.



