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Resumen

Resumen

Por més de 60 afios los plaguicidas han sido la herramienta frecuente para el control
de insectos, maleza y enfermedades de plantas. Sin embargo, en las ultimas
décadas la produccién de conidios de hongos entomopatdgenos para ser utilizados

como agentes de control biolégico ha tomado gran importancia.

El objetivo de este trabajo fue producir en cultivo en medio solido lotes de conidios
de Metarhizium anisopliae, realizar pruebas de calidad a los lotes producidos y
comparar los resultados obtenidos en laboratorio con los resultados de infectividad

obtenida en tres evaluaciones en campo.

Se establecieron las siguientes condiciones de crecimiento y produccion de conidios
de M. anisopliae; temperatura de incubacion de 28°C, humedad inicial del sustrato
de 45% y tasa de aireacion de 0.1 VKgM. Para ello, se analiz6 la corriente gaseosa
que atraveso biorreactores tubulares de vidrio en un metabolimetro; lo cual, permitié
calcular pardmetros asociados al crecimiento como el tiempo lag (tiag), la tasa
maxima de produccién de CO2 (rCO2z max), la mineralizacion del carbono (PCO2) y
diferentes tasas especificas de produccion de CO:2 (1) asociadas a diferentes etapas

de crecimiento.

Ademas, se demostré6 que la germinacion y la viabilidad (medida como UFC,
unidades formadoras de colonia) de los conidios, son parametros de calidad que
deben de considerarse distintos; ya que, se pueden obtener valores para la

germinacion superiores al 80% y solo tener viabilidad del 40%.

Debido a que la geometria del biorreactor no afectd la produccion de conidios, se
opto por utilizar bolsas de polipapel para la produccion de los lotes de conidios, los
cuales se utilizaron en las pruebas de infectividad en condiciones controladas y de

campo.

Se realizaron pruebas de infectividad en condiciones controladas bajo dos
metodologias para la evaluacion del hongo entomopatogeno M. anisopliae Ma59
contra el Psilido Asiatico de los Citricos (PAC) (Diaphorina citri) vector del HLB.



Resumen

Al utilizar la técnica de aspersion el 23.6% de las ninfas desarrollaron micosis; con
la técnica de inmersion el 25% de las ninfas fueron susceptibles al hongo
entomopatdgeno.

Ademas, en tres evaluaciones en campo realizadas sobre arboles de limon
mexicano (Citrus aurantifolia Swingle) infestados por D. citri, se obtuvo una
infectividad maxima de 17.8 y 4.8 % para ninfas y adultos respectivamente, sin que

los resultados fueran reproducibles en distintas fechas y predios utilizados.

La relacion entre la infectividad obtenida en condiciones controladas y en campo se
establecid en uno de diez casos posibles. Esto demuestra que en condiciones reales
de campo existen factores bidticos y abibticos que son dificiles de predecir y

controlar.
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Introduccion

1. Introduccion

Por mas de 60 afios los plaguicidas han sido la herramienta frecuente para el control
de insectos, maleza y enfermedades de plantas. El interés en el control biolégico
(CB) se ha incrementado por el desarrollo de resistencia de las plagas a plaguicidas
(Heckel, 2012), aunado a la preocupacion publica del uso de productos quimicos y
su impacto generalizado en la salud humana, seguridad alimentaria y al medio
ambiente (Moore y Prior, 1993; Auld y Morin, 1995; Henry et al., 2012; Whitehorn et
al., 2012).

En el 2004 la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, por sus siglas en ingles) y el Programa de las Naciones Unidas
para el Medio Ambiente (PNUMA) reportaron que todos los afios se registran entre
uno y cinco millones de casos de intoxicacién por plaguicidas, con varios miles de
muertos, entre ellos nifios. Casi todos los casos de intoxicacion se presentan en
zonas rurales de paises en desarrollo, donde la proteccion y el correcto manejo de
estas sustancias suelen ser inadecuados o inexistentes. Aunque estos paises
utilizan sélo el 25% de la produccion mundial de plaguicidas, es en ellos donde se

da el 99% de las muertes por intoxicacion con estas sustancias.

Frente a los riesgos para la salud y el medio ambiente que ocasiona el uso de
agroquimicos, es necesario que el gobierno de México impulse de forma amplia y
programada alternativas viables dirigidas a reducir y/o eliminar una dependencia de
tales compuestos; que nos sitlan en una posicion relevante como consumidores a

nivel mundial (Garcia y Mier, 2010).

En el presente trabajo se describe la estrategia para la produccién masiva de
conidios del hongo entomopatdgeno M. anisopliae Ma59. Ademas, se hace énfasis
en los parametros de calidad que se deben de considerar en los lotes de produccion.
Como ultimo, se explica la relacion entre los parametros de calidad obtenidos en
laboratorio y la infectividad de los conidios contra el Psilido Asiatico de los Citricos
(PAC) obtenida en tres evaluaciones en campo realizadas en el estado de Colima,

México.
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2. Revision bibliogréafica

En esta seccidn se da la definicion de CB, el papel de los hongos entomopatdgenos
en el control de plagas y su proceso de infeccion. Ademas, se mencionan las
metodologias mas usadas en el control de calidad y la importancia de las
evaluaciones en campo de los micoinsecticidas, haciendo énfasis en el control del
PAC.

2.1. Control biolégico

Se denomina CB al estudio, importacion, conservacion y aumento de organismos
benéficos para la supresion de poblaciones plaga (Rodriguez-del-Bosque, 2012a).

De acuerdo con el mismo autor el CB puede interpretarse de tres formas:

A. Campo de estudio con diferentes areas, tales como ecologia de poblaciones,
biosistematica, comportamiento, fisiologia y genética.

B. Fenbmeno natural, debido a que la mayoria de las especies cuentan con
enemigos naturales que regulan sus poblaciones.

C. Estrategia de control de plagas a través de la utilizacion de parasitoides,

depredadores y patdgenos.

El CB como disciplina cientifica y como estrategia de combate de plagas ha tenido
un avance significativo en nuestro pais en la ultima década. En México, existen mas
de 60 organizaciones y empresas privadas que ofertan agentes de CB, incluyendo
insectos, hongos, virus, bacterias y nematodos (Rodriguez y Arredondo, 1999;
Garcia y Mier, 2010), lo que demuestra el gran interés que existe en los agricultores

por utilizar este tipo de organismos.

En las Ultimas décadas, los bioplaguicidas incluyendo a los parasitoides,
depredadores, agentes microbianos, extractos botanicos y polvos, han sido objeto

de investigacion y desarrollo.
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La principal dificultad en el uso de bioplaguicidas microbianos es la expectativa que
se tiene de estos productos; un bioplaguicida que reemplaza a un insecticida
organosintético debe reemplazarlo en forma, funcion y aplicacion. Esto es raro que
ocurra, ya que es dificil similar el efecto “knock-down” que se logra con los

insecticidas organosintéticos (Alatorre, 2006).

2.2. Hongos entomopatdgenos

El primer intento de controlar una plaga con un agente fangico se llevd a cabo en

Rusia en 1888, con el hongo que ahora conocemos como M. anisopliae (Metschn)
(Faria y Wraight, 2007). Actualmente, existen numerosos métodos para el uso de

hongos entomopatdégenos contra insectos plaga (Travis, 2003).

Existen mas de 700 especies de hongos entomopatégenos agrupados en 100
géneros, pero pocos son estudiados intensivamente. Este tipo de microorganismos
se encuentran asociados con insectos que viven en diversos habitats, como el agua,
suelo y partes aéreas. Por su proceso caracteristico de infeccidon, los hongos
entomopatdgenos son los microorganismos mas importantes que infectan insectos
chupadores; como afidos, mosquita blanca, escamas, chicharritas y chinches
(Alatorre-Rosas, 2007).

La mayoria de los hongos Hyphomycetes producen grandes cantidades de conidios
pequefios (<10 um) que se aglutinan en masas densas. Los conidios aéreos poseen
una pared hidrofébica que les confiere estabilidad ambiental. Estas caracteristicas
contribuyen significativamente a la produccion eficiente y a la estabilidad en la
conservacion; lo que ha hecho de los conidios aéreos los propagulos mas usados
en las formulaciones comerciales (Wraight et al., 2001; Jaronski y Jackson, 2012).

Los hongos entomopatdgenos que se enlistan en la Tabla 1 pueden producir
grandes cantidades de conidios asexuales en cultivos a gran escala. Ademas, se
considera que poseen baja toxicidad hacia mamiferos y se han reportado pocos

casos de impacto sobre organismos no blanco (Travis, 2003; Konrad et al., 2012).
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Tabla 1. Hongos entomopatégenos utilizados como micoinsecticidas. Modificada de Deacon (2006) y
Zimmermann (2007).

Hongo Hospedero Ejemplos
entomopatégeno
Metarhizium Lepidoptera, Coleoptera, Ortoptera, Lepidoptera: mariposas y polillas;
anisopliae Hemiptera, Himenoptera Diptera: voladores; Homoptera
Beauveria Lepidoptera, Coleoptera, Himenoptera,  cochinillas; Coleoptera
bassiana Homoptera, Diptera, Hemiptera, escarabajos; Himenoptera:
Ortoptera, Siphonaptera, Isoptera, avispas y abejas; Ortoptera:
Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera, saltamontes y langostas;
Dermaptera, Blattariae, Embioptera. Hemiptera: insectos chupadores;
Isaria Lepidoptera, Diptera, Homeoptera, Aracnida: arafias y acaros.
fumosorosea Himenoptera, Aracnida.

2.2.1. Proceso de infeccion

Una de las principales ventajas de los hongos entomopatégenos respecto a las
bacterias y virus utilizados en el CB es que no requieren ser ingeridos por el insecto

plaga para generar la infeccion (Kamp y Bidochka, 2002).

La adhesion del conidio a la cuticula del insecto se da mediante interacciones
hidrofébicas no especificas (Wdsten, 2001). Se ha reportado que la hidrofobicidad
de los conidios puede incrementarse por accién de lipasas, esto ocurre cuando la
actividad lipolitica de la fosfolipasa C libera &cidos grasos libres presentes en la
cuticula, favoreciendo la adhesion de los conidios al insecto (Santi et al., 2010). Del
mismo modo, la union de los conidios puede lograrse mediante interacciones
especificas debido a reconocimiento de moléculas como hemaglutininas, glucosa y
N-acetilglucosamina (Hegedus y Khachatourians, 1995).

Los hongos penetran a los insectos hospederos (Fig. 1) a través del tegumento,
especialmente a nivel de los pliegues intersegmentales; estos pliegues comprenden
las uniones entre segmentos o alrededor de las piezas bucales. La penetracion del
insecto es un proceso mecanico favorecido por la produccion de diversas enzimas,
incluidas proteasas, quitinasas y lipasas (Zimmermann, 2007; Montesinos-Matias et

al., 2011a). Durante esta etapay el comienzo de la invasion, el hospedero desarrolla
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actividades de respuesta como la produccién de fenoloxidasas, de hemocitos

especificos y la melanizacion (Dubovskiy et al., 2013).

Epicuticula Apresorio

Conidio

o o
Pmc;Jticula _ J . ‘

Tubo de penetracién

Epidermis

Fig. 1. Proceso de infeccion de insectos por hongos entomopatdgenos. Modificada por Thomas y Read
(2007) y Miranda (2010)

Después de una exitosa penetracion del hongo al insecto, el invasor produce
blastosporas o cuerpos hifales que son distribuidos a través de la hemolinfa,
permitiendo la invasién de otros tejidos por la extensién del crecimiento vegetativo.
Una vez en la hemolinfa, los hongos producen gran cantidad de metabolitos
secundarios toxicos; por ejemplo, destruxinas, beauvericina, péptidos ciclicos, acido
dipicolinico, acido oxalico, entre otros (Tabla 2). Cuando el hongo invade todo el
insecto, los nutrientes en la hemolinfa y las grasas del cuerpo se agotan, esto

ocasiona la muerte del hospedero y el final del proceso patogénico.
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La infeccion exitosa y el periodo total de incubacion depende la susceptibilidad del
hospedero, su estadio de desarrollo, virulencia de la cepa y factores ambientales
como la temperatura y la humedad. Después de la muerte del insecto y en
condiciones de humedad, el hongo comienza su etapa saprdfita creciendo hacia el

exterior del hospedero (Zimmermann, 2007).

Tabla 2. Clasificacion de metabolitos secundarios producidos por hongos entomopatdégenos. Modificada de
Khachatourians (1996) y Téllez-Jurado et al. (2009)

Clasificacion Metabolito secundario Hongos
Oospereina B. tenella
Tenellina B. bassiana
Bassianina B. bassiana
No peptidicas Acido oxalico B. bassiana
Acido dipicolinico B. bassiana, Lecanicillium spp.
Paecilomicinas Isaria tenuipes
Péptidos lineales Leucinostinas Isaria spp.
Efrapeptinas B. geodes
Beuvericina B. bassiana, |. fumosoroseus.
Peptidicas ciclicas Destruxinas Metarhizium spp.

2.2.2.Metarhizium anisopliae

El hongo entomopatégeno M. anisopliae (Ascomycota: Hypocreales) es un
patdégeno facultativo de artropodos ampliamente distribuido, ademas, es utilizado en
la estrategia de CB contra diversas plagas agricolas y de ganado bovino
(Zimmerman, 2007; Arredondo-Bernal et al., 2010; Santi et al., 2010; Hussein et al.,
2011; Ojeda-Chietal., 2011). Este hongo juega un papel importante en la regulacién
de poblaciones en la naturaleza. Debido a sus caracteristicas puede ser explotado
con fines comerciales como agente de CB (Bidochka et al., 2000; Kamp y Bidochka
2002).

La enfermedad de los insectos causada por este hongo entomopatdgeno es

comunmente conocida como muscardina verde (Deacon, 2006).
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La lista méas completa de insectos hospederos de M. anisopliae fue presentada por
Veen en 1968, en la que enumera 204 especies hospederas, la mayoria
pertenecientes al orden Coleoptera; en especial, aquellas plagas que habitan en el

suelo, incluidos mas de 70 especies de escarabajos (Zimmermann, 2007).

El proceso de infeccion de M. anisopliae es similar al de otros hongos
entomopatdgenos (Fig. 2). La germinacién de los conidios de M. anisopliae se lleva
a cabo durante las primeras 20 h después del contacto con el insecto (Zimmermann,
2007). Sin embargo, germinacion de los conidios puede verse influenciada por
diversos factores. En el trabajo realizado por Lopes et al., 2013 mencionan que
hidratando los conidios en Tween 80 al 0.05% durante 24 h previas a su utilizacion,

la germinacion de los conidios puede ser hasta del 95%.

Fig. 2. Principales etapas en el ciclo de infeccidon de M. anisopliae. A) Germinacién del conidio y formacion del
apresorio, B) ataque al micelio por hemocitos posterior a la penetracién de la cuticula, C) blastosporas
producidas por el hongo para su disperisén en el hemocele del insecto, D) cadaver mostrando la emergencia
de las hifas productoras de conidios E), CO: conidio, AP: apresorio. La barra indica un tamafo de 5 um.
Modificada de Gao et al. (2011).
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Diversos autores mencionan que el uso de Metarhizium como agente de control se
ha enfocado principalmente por su capacidad para matar insectos plaga, dando
poca consideracién a su asociacion con la planta o con la ecologia de la rizosfera
(Vega et al., 2009; Wyrebek et al., 2011).

Metarhizium anisopliae puede crecer en un rango de temperaturas entre 5 a 40°C
con un Optimo a 30°C (Hallsworth y Magan, 1999). Sin embargo, al igual que otros
hongos entomopatdgenos, la exposicion a la luz UV es factor ambiental limitante
para su efectividad en campo (Fang y St. Leger, 2012). La produccion de conidios
de M. roberstii en agar papa dextrosa y con una iluminacion constante durante su
incubacion dio como resultado conidios con una tolerancia a la radiacion UVB
(medida como porcentaje de conidios germinados) dos veces mayor a la obtenida
con conidios producidos sobre un medio minimo (0.2% NaNOs, 0.1% K2HPOa,
0.05% MgSOa4, 0.05% KCI, 0.001% FeSO4 y 1.5% de agar-agar) e incubados en
oscuridad (Rangel et al., 2011).

Hay especies pertenecientes al género Metarhizium que son capaces de producir
una variedad de metabolitos secundarios principalmente destruxinas, los cuales son
depsipéptidos ciclicos que presentan una amplia variedad de efectos téxicos,
incluyendo la toxicidad sobre insectos (Krasnoff et al., 2006). Estos metabolitos
pueden producirse en cultivo en medio liquido (CML) durante las fases exponencial

y estacionaria (Wang et al., 2009).

Sin embargo, generalmente la produccion en grandes cantidades de conidios de
hongos entomopatdgenos, particularmente de M. anisopliae, se llevan a cabo en
cultivo en medio solido (CMS). Los conidios elipsoides de M. anisopliae miden de 2

a 10 um por 1 a 3.5 um con area superficial de 14.4+3.8 um? (Shan et al., 2010).

Diversos autores han reportado el uso de conidios aéreos de M. anisopliae para el
control de plagas agricolas y de importancia médico veterinaria. En la Tabla 3 se

enlistan ejemplos de plagas tratadas con M. anisopliae en condiciones de campo.



Revision bibliogréafica

Tabla 3. Ejemplos de insectos plaga que han sido reportados por ser hospederos de M. anisopliae

Insecto Estado bioldgico Referencias

Diaphorina citri arboles de citricos Mellin et al. (2012)

Psilido Asiatico de los Citricos

Pteroma pendula plantaciones de granos, frutas Yew et al. (2013)

gusano del saco y arboles de paisaje

Dysdercus peruvianus bellotas del algodonero Staats et al. (2013)
arrebiatado

Schistocerca piceifrons plantaciones de granos, Hernandez-Velazquez et al.
langosta frutas, y pastos de praderas (2003)

Rhicepalus microplus ganado bovino Angel-Sahagun et al. (2010)
garrapata tropical

Ixodes ricinus mamiferos Hartelt et al. (2008)
garrapata comuan

Aedes aegypti humanos Butt et al. (2013)

mosquito de la fiebre amarilla

2.3. Produccion de Hongos Entomopatdégenos

En el trabajo realizado por Faria y Wraight (2007) mencionan que de 171 productos
micoinsecticidas estudiados, los mas utilizados son con base en los hongos B.
bassiana (33.9%), M. anisopliae (33.9%) e I. fumosorosea (5.8%) (Tabla 1), siendo
las formulaciones mas comunes los sustratos colonizados (26.3%), polvos

humectables (20.5 %) y las dispersiones oleosas (15.2%).

Actualmente, las empresas que producen la mayor cantidad de productos utilizados
como agentes de biocontrol en México son: Ultraquimia Agricola, S.A. de C.V.
ubicada en Morelos; Agrobiologicos del Noroeste, S.A. de C.V. en Sinaloa y
Desarrollo Lacteo, S.P.R. de R.L. en GOmez Palacio, Durango (Garcia-Gutiérrez y
Gonzalez-Maldonado, 2013).

A pesar de las ventajas del CML y la posibilidad de producir conidios de diversos
hongos deuteromicetos, los conidios producidos por cultivo sumergido son
hidrofilicos, lo que impide que sean formulados en suspensiones oleosas para su
aspersion en campo. Las blastosporas, también producidas en CML, son
hidrofilicas; ademés, pierden viabilidad relativamente rapido durante su

almacenamiento (Jenkins et al., 1998).
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Los conidios aéreos (esporas producidas por células conidiégenas) son propagulos
de los hongos entomopatdégenos responsables de la dispersidn e infeccion de los
insectos en condiciones naturales. Los conidios producidos en el CMS son las
estructuras mas parecidas a los producidos en la naturaleza. De manera silvestre,
los conidios aéreos se producen en estructuras erguidas en contacto con la

atmoésfera; por ejemplo, en la superficie de los cadaveres de insectos.

2.3.1.Cultivo en medio sélido

El CMS puede definirse como un proceso microbiolégico que ocurre comunmente
en la superficie de materiales sélidos que tienen la propiedad de absorber y contener

agua (Viniegra, 1997).

El CMS también se puede definir como el crecimiento de microorganismos en
sustratos en ausencia de agua libre. El agua libre se encuentra en forma compleja

en el interior de la matriz sélida (Pandey, 1992).

Las principales ventajas del CMS son sus bajos requerimientos de energia,
ausencia de maquinaria compleja y de control sofisticado del sistema (Torres, 2013).
Ademas, el CMS utiliza materias primas no procesadas o facilmente accesibles,
produce bajas cantidades de agua de desecho y permite una alta recuperacion de
producto (Tunga et al., 1998; Ruiz-Leza et al., 2007).

Una limitacion de este tipo de cultivo es la remocion del calor metabdlico cuando se
utilizan cantidades grandes de sustrato. EI medio sélido se compacta y afecta la
transferencia de calor y masa (Saucedo-Castafieda y Trejo-Hernandez, 1990;
Doelle et al., 1992; Durand, 2003; Figueroa-Montero et al., 2011).

Con el fin de disminuir los costos en la produccién, algunos autores han reportado
diversos sustratos sdlidos para la producciéon de conidios de hongos
entomopatdégenos para ser utilizados en el control de plagas, obteniendo diversos

rendimientos.
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En el trabajo realizado por Bhanu et al. (2007) mostraron que la mayor produccion
de conidios de M. anisopliae se logré al utilizar arroz como sustrato (6.2 x10'°
conidios/gramo de sustrato); la cual, significO un aumento de 21% y 28% a la

produccion de conidios obtenida con cebada y sorgo respectivamente.

Por otro lado, Santa et al. (2005) reportaron que al utilizar una mezcla de residuos
de papa y bagazo de cafia de azucar (60-40%) produjeron la mayor cantidad de
conidios (9.8 x 10° conidios/gms) de B. bassiana después de 10 d de incubacién en

biorreactores tubulares utilizando 65% de humedad en el sustrato.

2.4. Pruebas de control de calidad

Un sistema de produccién que no muestra un sistema de control de calidad genera
un producto sin control y carencia de informacion para la retroalimentacion, lo que
puede conducir a lotes de produccién con calidad variable. El criterio mas usado
para referirse a la calidad de un micoinsecticida es la cantidad de unidades
infectivas, comunmente expresado como propagulos por litro o gramo de producto,

y su viabilidad (Jenkins y Grzywacz, 2000; Lopes et al., 2013).

En todo proceso industrial es necesario mantener en un método de conservacion
adecuado las cepas que se utilizan. Ha sido ampliamente estudiado que la
transferencia periédica en medio de cultivo de cepas fungicas resulta en una pérdida
de las caracteristicas originales del aislado (Thomas y Smith, 1994; Jenkins y
Grzywacz, 2000). La disponibilidad y el desarrollo de métodos de conservacion son
indispensables para estudios a largo plazo sobre la produccién y el uso de hongos

entomopatdégenos como agentes de control biolégico.

Los objetivos que se persiguen de un método de conservaciéon en términos de
actividad metabdlica son: (1) conservar la pureza, (2) viabilidad y (3) la preservacion
sin cambios genéticos (Horaczek y Viernstein, 2004; Jaronsky y Jackson, 2012).

La liofilizacion se considera la técnica mas eficiente para el almacenamiento a largo

plazo y la conservacién de las caracteristicas de la cepa. Una de las ventajas de

11
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este método de conservacidon es que no requiere condiciones especiales de

almacenamiento (Fisher y Garczynski, 2012).

Una medida de la calidad del producto antes, durante y después de su aplicacién
en campo es esencial. Las mediciones de calidad de los conidios deben hacerse en
los conidios recién producidos, en el formulado y en el sitio de su aplicacion,
preferentemente recolectando el in6culo directamente de la boquilla de aspersion

en diferentes intervalos durante la aplicacion (Wraight et al., 2007).

En ocasiones, las palabras germinacion y viabilidad de conidios son empleadas
indistintamente; sin embargo, en este trabajo se hace referencia a la germinacién
como el proceso en el cual un conidio es capaz de crear un tubo germinativo de un
tamafo del doble del diametro del conidio; y al término viabilidad como el proceso
en el cual un conidio es capaz de llegar a formar una colonia (UFC). Es necesario
considerar que la germinacién de un conidio no asegura su viabilidad, por lo que

ambas pruebas son complementarias (Angel, 2011).

Otro factor que puede influir en la calidad de los conidios de hongos
entomopatdgenos es la edad del indculo utilizado. Sin embargo, el impacto que tiene
esta variable sobre la calidad de los conidios no es generalizable para todas las
cepas (Grand y Cliquet, 2013). De acuerdo a lo reportado por Hall et al. (1994), los
conidios de M. anisopliae, |. fumosoroseus y Lecanicillium spp. que fueron
cosechados de cultivos jévenes germinaron mas rapido que los conidios obtenidos
de cultivos viejos, mientras que los conidios de B. bassiana germinaron a la misma
velocidad sin importar la edad del cultivo. Contrario a este trabajo, Grand y Cliquet
(2013) reportaron que las cepas de Lecanicillium lecani CBS 122.175 y B. bassiana
1.01.093 presentaron un efecto negativo en el porcentaje de germinacion
ocasionado por la edad del in6culo. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en
el porcentaje de conidios germinados de la cepa de M. anisopliae LMSA 1.01.197

procedentes de diferentes edades del inoculo.

Ademas de la germinacion y la viabilidad, los bioensayos pueden ser utilizados con

distintos propositos en la patologia del insecto, incluyendo la evaluacion de nuevos
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aislados o formulaciones, el método de accion de una cepa, y como control de
calidad de bioplaguicidas comerciales. Los bioensayos se utilizan para la seleccién
de cepas eficaces en el control microbiano, incluyendo factores como el rango de
hospederos, el tiempo letal y la actividad contra diferentes estadios del insecto.
También son una herramienta esencial en el estudio sobre el desarrollo de

resistencia de la plaga a los agentes entomopatogenos (O’ Callaghan et al., 2012).

El uso de Diaphorina citri, Tetranychus cinnabarinus, Rhipicephalus microplus,
Schistocerca piceifrons, Tenebrio molitor como insectos blanco en los bioensayos,
utilizando conidios de los hongos B. bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea ha
sido reportado por diversos autores (Herndndez-Veldzquez et al., 2003; Shi et al.,
2008; Angel-Sahagun et al., 2010; Porcayo-Loza et al., 2012).

La metodologia del bioensayo puede variar dependiendo del insecto blanco; sin

embargo, existen generalidades de los procedimientos que se enlistan enseguida:

e Mantener la colonia de insectos blanco en condiciones de laboratorio al menos
10 d antes de ser sometida al tratamiento.

e Producir, cosechar y estandarizar una suspensién de conidios representativa
del lote a estudiar.

e Poner en contacto una cantidad de conidios conocida con el insecto. El
contacto se puede lograr sumergiendo el insecto en la suspensién de conidios,
colocando una gota de la suspension sobre la estructura externa del insecto
por ejemplo sobre el pronotum, o inclusive inyectando directamente la
suspensioén de conidios.

e Mantener los insectos en condiciones de humedad y temperatura controladas
para favorecer la micosis.

e Registrar los datos y ajustarlos a un modelo que permita calcular parametros

de infectividad.

El modelo de decaimiento propuesto por Rodriguez-Gémez et al. (2009) permite
obtener parametros como el tiempo de inicio de muerte (to), el tiempo en el que se

alcanza el 50% de mortalidad (TLso), la tasa especifica de muerte (k) y el porcentaje
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de sobrevivencia a un tiempo t (Y). S representa el porcentaje de sobrevivientes al

final del bioensayo.
Y = (100 — S)e k-0 1 g sit>to

Y =100; si0<t<to

2.5. Ensayos en campo

En la mayoria de los insectos, la principal ruta de infeccion ocurre por contacto
directo del insecto con el inoculo. El porcentaje de infeccion o mortalidad resultante
esta determinado por la susceptibilidad del huésped, el método de aplicacion y por
factores ambientales como temperatura, humedad, velocidad del viento y estructura
de la vegetacion. Una segunda ruta de infeccion, en el caso de los adultos, es por
residuos o productos derivados de la aspersion y que permanece sobre la

vegetacion.

El método de aplicacién, formulacién y factores ambientales juegan un papel
importante sobre la persistencia y distribucién espacial de los propagulos del
patdogeno. Existe la posibilidad de una transmisién horizontal del patdgeno
producido en individuos infectados por cualquiera de las vias antes mencionadas
(Alatorre-Rosas, 2007).

Los factores que influyen en la actividad de hongos entomopatégenos pueden
dividirse en abidticos y bidticos. Entre los factores abidticos se encuentra la
temperatura, la cual afecta directamente el progreso de la enfermedad y el
desarrollo del huésped (Cross y Bidochka, 1999); la humedad, factor esencial para
la germinacion y diseminacion de las esporas de la mayoria de los hongos; el viento;
la precipitacion pluvial que actian como agente importante de diseminacion; la
iluminacién, principalmente la luz solar, constituye el factor mas detrimental. El
efecto directo de la radiacion solar, especificamente los rayos UV, causan

alteraciones que pueden reducir la persistencia de los hongos.
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También existen factores bioticos que influyen en la actividad de los hongos
entomopatdgenos; un ejemplo es la susceptibilidad entre el insecto huésped y su
estado de desarrollo; esto es, la susceptibilidad de los insectos varia entre instares.

Por lo que es necesario conocer la biologia y distribucion de los insectos huéspedes.

El comportamiento de los insectos puede influir en el desarrollo de epizootias y
puede afectar la diseminacion del entomopatégeno (Alatorre-Rosas, 2007). En el
trabajo reportado por Konrad et al. (2012), demostraron que el acicalamiento es una
estrategia de inmunizacion social presente en las hormigas (Lasius neglectus), y

provoco una sofisticada defensa a nivel individual y colonia contra M. anisopliae.

En las evaluaciones en campo es normal que en el tratamiento control se presente
mortalidad por causas naturales; por tanto, no se muestra micosis en los insectos.
En estas situaciones, es necesario corregir la eficacia obtenida con base en la
respuesta de un control. La eficacia corregida (%) en ensayos de insecticidas puede
ser estimada utilizando las férmulas de Abbott, Henderson-Tilton, Schneider-Orelli

0 Sun-Shepard. La seleccion de la formula apropiada depende de:

1) la condicién del predio del ensayo (infestacibn o la estabilidad de la
poblacién, y la homogeneidad)

2) de los datos disponibles (individuos vivos o porcentaje de mortalidad)

En la Tabla 4 se enlistan los criterios que ayudan a seleccionar la formula correcta.

Tabla 4. Férmulas para el calculo de la eficacia de las pruebas bioldgicas en campo y condiciones de uso

Datos disponibles Poblacién uniforme Poblacién no uniforme
Infestacion o individuos vivos Abbott Henderson-Tilton
Mortalidad o individuos muertos Schneider-Orelli Sun-Shepard
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2.6. Psilido Asiatico de los Citricos Diaphorina citri

México es uno de los principales paises productores de citricos en el mundo, ocupa
el quinto lugar en la produccion con una superficie establecida de 550 mil hectareas
(SENASICA, 2012). Como parte del corredor biolégico que conecta al norte con el
sur del continente americano, la localizacion geografica de México lo ubica en un
lugar en riesgo de la invasion de plagas exéticas desde sus fronteras al norte y sur

incluyendo las islas del Caribe (Williams et al., 2013).

El Psilido Asiatico de los Citricos (PAC) D. citri Kuwayama es considerado vector
de la bacteria Candidatus Liberibacter spp. causante de la enfermedad del
huanglongbing (HLB) o enfermedad del dragén amarillo, actualmente considerada
la enfermedad méas devastadora de citricos en el mundo (Grafton-Cardwell et al.,
2006; Hall et al., 2012).

Hasta hace poco el continente americano estuvo libre de HLB. Los primeros
sintomas se detectaron en marzo de 2004 y agosto de 2005 en el estado de Sao
Paulo, Brasil y en Florida, E.U.A. respectivamente. Estas representan dos de las
mayores regiones productoras de citricos del mundo (Bové, 2006), lo que ha

provocado que el HLB tenga efectos devastadores (Flores et al., 2010).

Hasta la fecha la enfermedad del HLB ha sido reportada en E.U.A. en Carolina del
Norte y Louisiana (2009), Cuba (2007), Republica Dominicana (2008), Belice
(2009), México (2009), Honduras (2009), Guatemala (2010),y Nicaragua (2010)
(SENASICA, 2010).

En México, se reporté por primera vez la presencia de D. citri en el estado de
Campeche en el 2002 (Lopez-Arroyo et al., 2009), esparciéndose al sur del pais
desde la frontera norte de México (Williams et al., 2013). En México D. citri se
cataloga como plaga cuarentenaria reglamentada (SENASICA, 2014); lo que indica
tiene potencial de afectar econémicamente el area en peligro, aun cuando la plaga
no esta presente o, si esta presente, no esta extendida y se encuentra bajo el control
oficial (FAO, 2006).
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Fig. 3. A) Adulto del Psilido Asiatico de los Citricos (PAC), B) huevos y ninfas jévenes del PAC, C) micrografia
con epifluorescencia de un huevo del PAC, D) instares ninfales del PAC, E) ninfa, exuvia (Ex) y excrecidn, F)
toma realizada con un microscopio de barrido de electrones que muestra la insercidn del estilete (Sb) del PAC,
G) micrografia con epifluorescencia del nervio medio de una hoja de citrico mostrando la envoltura salival del
PAC dentro del floema (Ph); Xy: xilema, H-K) microscopia confocal mostrando la bacteria C. Liberibacter en el
floema de una hoja infectada (H) y en diferentes tejidos de un PAC infectado (I-K), incluyendo a la cdmara
filtro (Fc), intestino medio (Md), glandulas salivales (Sg) y tejido graso (Ft). Modificada de Hall et al. (2012).
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Las hembras del PAC colocan sus huevos sobre hojas jévenes. Una hembra
durante su vida es capaz de poner entre 500-800 huevos con un maximo de 1900
en un periodo de dos meses. La cantidad de huevos depende de los umbrales de
temperatura y humedad, con optimos en los 29.6°C y una humedad relativa mayor
al 40% (Hall et al., 2012).

La etapa ninfal del PAC presenta cinco instares (Fig.3). Los instares tempranos son
dociles y solo se mueven si necesitan espacio o porque sean perturbados (Tsai y
Liu, 2000). Los ultimos instares ninfales y los adultos son mas activos (Hall et al.,
2012). El insecto se alimenta por medio de un estilete, el cual es una pieza bucal

que es capaz de perforar y succionar la savia del brote (Bonami et al., 2010).

El promedio de desarrollo de un huevo hasta su etapa de adulto es de 14 d a 28°C
y de 49 d a 15°C. Los machos adultos viven entre 21-25 d y las hembras viven en
promedio 31 d a 24°C (Nava et al., 2007).

En el trabajo realizado al sur de Florida E.U.A. por Tsai et al. (2002) reportaron que
la poblacion mensual de ninfas de D. citri en plantas de mirto (Murraya paniculata)
presento picos maximos de densidad poblacional que coincidieron con los registros
de méxima precipitacion pluvial del afio, y con la presencia de nuevos brotes en la
planta. Ademas, estos autores mencionan que la poblacion disminuy6 hasta en 80%
entre los meses de enero a mayo en los cuales se presentd escasa 0 nula

precipitacion pluvial.
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3. Justificacion

El interés en el control biologico se ha incrementado por el desarrollo de resistencia
de las plagas a plaguicidas convencionales (Heckel, 2012), aunado a la
preocupacion publica cada vez mayor del uso de plaguicidas y su impacto
generalizado en la salud humana, seguridad alimentaria y medio ambiente (Moore
y Prior, 1993; Auld y Morin, 1995; Henry et al., 2012; Whitehorn et al., 2012).

El hongo entomopatégeno M. anisopliae ha sido reportado por ser causante de la
enfermedad muscardina verde en D. citri. Este insecto, vector del agente causal del
HLB, esta considerado como la plaga mas importante de los citricos en el mundo
(Hall et al., 2012). Diversos autores mencionan que las cepas de |. fumosorosea
CHE-CNRCB 303 (Pf15), CHE-CNRCB 305 (Pf17), CHE-CNRCB 307 (Pf21) y M.
anisopliae CHE-CNRCB 224 (Ma59) poseen potencial para contrarrestar la plaga
en México (Arredondo-Bernal et al., 2010; Mellin et al., 2012). En el Centro Nacional
de Referencia de Control Biolégico (CNRCB) se desarrolla la tecnologia para la
produccién en CMS de conidios de estas cepas; sin embargo, se desconocen

aspectos importantes de su crecimiento utilizando arroz como sustrato.

Existen pocos trabajos que relacionen los parametros de control de calidad que se
obtienen en laboratorio con resultados de infectividad en evaluaciones de campo.
Debido a lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron los parametros de
crecimiento de M. anisopliae Ma59 al modificar distintas variables durante su cultivo
en medio sélido. Ademas, se busco relacionar los parametros de control de calidad

de los conidios obtenidos en el laboratorio con los resultados obtenidos en campo.
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4. Hipotesis

A través de los parametros de calidad (germinacion, viabilidad e infectividad) de
conidios de M. anisopliae Ma59 medidos en laboratorio, se puede inferir su

infectividad sobre Diaphorina citri en campo.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar la relacién entre los parametros de calidad (germinacion, viabilidad e
infectividad) de conidios del hongo entomopatéogeno M. anisopliae Ma59 y su

infectividad sobre ninfas de D. citri.

5.2. Objetivos particulares

e Seleccionar un medio de cultivo para la produccion del inéculo de M. anisopliae
Ma59.

e Determinar las condiciones de operacién para la produccién de conidios de M.
anisopliae Ma59 en cultivo en medio sélido.

e Evaluar los pardmetros de calidad (germinacion, viabilidad y efectividad) de los
lotes de conidios M. anisopliae Ma59 producidos.

e Determinar la efectividad de los conidios de M. anisopliae Ma59 al aplicarlos en

laboratorio y campo.
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6. Materiales y Método

6.1. Microorganismo

Se utilizoé la cepa de M. anisopliae Ma59 (CHE-CNRCB 224) perteneciente a la
Coleccion de Hongos Entomopatégenos del Centro Nacional de Referencia de
Control Biolégico (CHE-CNRCB). Diversos autores recomiendan el uso de esta
cepa para el control de D. citri (Arredondo-Bernal et al., 2010; Mellin et al., 2012).
El catadlogo de la CHE-CNRCB menciona que esta cepa se aislé de Aeneolamia sp.
(mosca pinta), la cual se recolectd en un cultivo de cafia de azlcar, en el estado de

Veracruz, México.

6.2. Conservacion de la cepa

La cepa de M. anisopliae Ma59 se cultivd en matraces de 125 mL con 30 mL de
medio ADS (Tabla 5) y se incub6 a 28°C durante 10 d. Se esterilizé una suspension
de leche Svelty® al 10% a una presion de 10 PSI durante 10 min (Ertola et al., 1994).
Se utilizaron ampolletas de vidrio Wheaton® de 12 mL las cuales se lavaron con

una solucion de HCI al 2%, y se esterilizaron en un autoclave a 121°C durante 2 h.

En condiciones asépticas se cosecharon los conidios producidos en matraces de
125 mL con 20 mL de la suspensién de leche Svelty®. La suspensién se agité
durante 10 min. Posteriormente, se distribuyd en alicuotas de 1 mL por ampolleta.
Cada muestra se congel6 lentamente haciendo girar la ampolleta en una mezcla de
acetona y hielo seco contenida en un recipiente de acero inoxidable. Las muestras
congeladas se colocaron en un adaptador de un equipo FreeZone de LABCONCO®
previamente estabilizado a -50°C y vacio de 10 micras de Hg, hasta alcanzar la
eliminacién total del agua y la pulverizacion de la muestra. Las ampolletas se
sellaron con ayuda de un soplete a la altura del bisel. Para verificar las
caracteristicas morfolégicas de la cepa se seleccioné una ampolleta al azar y su

contenido se sembrd en medio ADS.

21



Materiales y Método

6.3. Produccion de lotes de conidios

En esta seccidn se describe la estrategia que se siguidé para la produccion de
conidios en dos sistemas; biorreactores de vidrio y bolsas de polipapel.

6.3.1.Produccion del inéculo

Se prepararon los medios de cultivo agar dextrosa Sabouraud (ADS) y harina de
avena, peptona de carne y agar (HaPcA) (Tabla 5). Por quintuplicado se vaciaron
30 mL de cada medio en matraces Erlenmeyer de 125 mL. Se esterilizaron en una
autoclave a 121°C durante 15 min. Los matraces se inocularon de forma aséptica
con 500 pL de una suspension de conidios de M. anisopliae Ma59 y se incubaron a
27+1°C durante 10 d en oscuridad.

Tabla 5. Composicion de los dos medios de cultivo probados para la propagacion de M. anisopliae Ma59

Medio ADS Medio HaPcA
Componente/Medio Cantidad (g L)
Agar dextrosa sabouraud 65 -
Harina de avena - 33
Peptona de carne - 10
Agar bacterioldgico 15

6.3.2.Uso de cloranfenicol y su efecto sobre la viabilidad

Diversos autores reportan el uso de antibiéticos como la tetraciclina o el
cloranfenicol para evitar la contaminacion bacteriana en la produccion masiva de
conidios de hongos entomopatégenos (Gomez y Mendoza, 2004; Fernandez et al.,
2010). Sin embargo, estos autores no mencionan si el antibidtico tiene algun efecto
sobre la viabilidad de los conidios, por lo que se decidid evaluar el efecto de la

concentracion de cloranfenicol sobre la viabilidad de M. anisopliae.

El contenido de una capsula con 250 mg de cloranfenicol se vacio en 25 mL de agua

destilada estéril para obtener una suspensién madre de 10,000 ppm. A partir de la
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solucion madre se realizaron diluciones subsecuentes hasta obtener suspensiones
de 1000, 750, 500 y 250 ppm.

Se obtuvo el in6culo de M. anisopliae Ma59 de matraces con medio ADS de 10 d
de incubacién y se cosecharon con Tween 80 al 0.05%. Posteriormente, se
estandarizaron las suspensiones de cloranfenicol a una concentraciéon de 1x10%4

conidios/mL y se evalud su viabilidad como se describe en la seccion 6.4.

6.3.3.Produccion de conidios en cultivo en medio solido

Para los estudios de produccién de conidios de M. anisopliae Ma59 en CMS se
utilizé como sustrato arroz pretratado (Ye et al., 2006; Jaronski y Jackson, 2012) de
la marca Chedraui®. El tratamiento consistié en colocar el arroz en una tina para
empaparlo con agua destilada (1 litro de agua/kg de arroz) durante un minuto y
enseguida retirarle el exceso de agua; procedimiento que se repitid6 dos veces.
Después el arroz se remoj6 en agua destilada durante 30 min e inmediatamente se
dispuso en un cernidor durante 20 min. Posteriormente, en bolsas de polipapel se
colocaron 350 g de arroz humedo (250 gms) y se esterilizaron a 121°C durante 20

min.

Los matraces de la cepa de M. anisopliae Ma59 propagada sobre medio ADS con
11 d incubacion se cosecharon de manera aséptica con 50 mL de Tween 80 al
0.05% y se mezclaron con una agitador magnético durante 10 min. El conteo de

conidios se realiz6 en una camara de Neubauer.

Las bolsas con sustrato previamente esterilizado se inocularon con una suspension
de conidios y 500 ppm de cloranfenicol, para evitar el crecimiento bacteriano, de tal
forma que se tuviera un inéculo final de 1x10° conidios/gms. Las bolsas se dejaron
reposar durante una hora para que el sustrato absorbiera el in6culo. La viabilidad y

la germinacion de cada inoculo se evaluaron como se describe en la seccion 6.4.
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Para la estimacion de los parametros cinéticos (seccion 6.3.3.), el CMS se realizo
en biorreactores de vidrio de 2 y 4.5 cm de diametro interno. En experimentos
independientes se evaluaron distintas variables de crecimiento: cuatro temperaturas
de incubacion, tres humedades del sustrato y dos tasas de aireacion. El analisis de
flujo de aire, concentraciones de Oz y CO2 se realizé en un equipo similar al

reportado por Saucedo-Castafieda y Trejo-Hernandez (1994).

Para los conidios utilizados en los bioensayos y en las evaluaciones de campo, su
produccion se llevé a cabo en bolsas de polipapel, las cuales se incubaron durante
16 d a 28+£1°C con una humedad superior al 60%. Durante la incubacion, cada
cuatro dias las bolsas fueron agitadas manualmente con el fin de desagregar el
crecimiento micelial. Posteriormente, las bolsas se abrieron y colocaron dentro de
un cubo cerrado de plastico (1x1x1 m) y con ayuda de un equipo “MOBIL AIR”

SISCO® se deshumidificd el contenido hasta obtener humedad £10%.

6.3.4.Estimacion de parametros cinéticos

El consumo de Oz y la produccion de COz son el resultado de la respiracion; proceso
metabdlico por el cual los microorganismos aerobios invierten gran parte de su
energia para el crecimiento (Raimbault, 1998). La tasa de produccion de CO: se ha
utilizado como un método de estimacion del metabolismo microbiano (Saucedo-

Castafnieda y Trejo-Hernandez, 1994).

En el laboratorio de Fermentacién en Medio Solido (PP4) de la Universidad
Autonoma Metropolitana se desarroll6 un sistema de monitoreo y andlisis
automatico de la composicibn de la corriente gaseosa que atraviesa los
biorreactores denominado respirometro (Fig. 4). Este equipo consta de un sistema
de valvulas solenoides (ASCO, USA) controladas por un PLC (Controlador LAgico
Programable, por sus siglas en ingles) que permite el analisis de una corriente
gaseosa por valvula. El aire pasa a través de un medidor de flujo y un analizador de
infrarrojo de CO:2 (United Phosphorous, LTD, USA).
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Fig. 4. Esquema general para al anélisis en el metabolimetro de un CMS. Donde 1) compresor de aire, 2)
regulador de presidn, 3) pesera con agua a temperatura controlada, 4) biorreactores, 5) deshumidificadores,
6) valvulas solenoide, 7) medidor de flujo, 8) detector de CO: infrarrojo, 9) venteo, 10) controlador légico
programable, 11) data logger M6+, 12) ordenador. Modificada de Torres (2013) y Solicitud de patente
MX/a/2013/004638

Los datos obtenidos son almacenados en un registrador automatico (Data Logger)
y procesados a través de un software analizador de datos (LabView 2009) que
genera una hoja de Excel (Torres, 2013; Juarez, 2014). Los datos generados en la
hoja de Excel muestran las lecturas de la composicién volumétrica del CO:2
(mL/100mL de aire) en el sistema. Estos ultimos se transforman con la ecuacién de
los gases ideales para obtener las tasas de produccion CO2z (mg/gms). Para poder

aplicar la formula de gases ideales fue necesario realizar las siguientes
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correcciones: restar la concentracion del CO:2 presente en el aire, realizar un ajuste

para la presion atmosférica en la ciudad de México y temperatura de incubacion.

En la Fig. 5 se muestra un ejemplo del perfil de la tasa de produccion de CO2 (rCO2)
y de la produccion acumulada de CO2 de un CMS de M. anisopliae Ma59. La tasa
de produccion de CO2 se modifica durante el periodo de incubacion. En las primeras
22 h la rCO2 present6 un valor cercano a cero. Posteriormente, la rCO2 aument6
hasta alcanzar su valor maximo a las 40 h aproximadamente. Por ultimo, la rCOz2
decayd hasta permanecer constante y cercana a cero a las 100 h de cultivo,

aproximadamente.

Las tasas de produccion se integraron utilizando el método numérico de la regla del
trapecio para obtener la produccion acumulada de CO2 (mg/gms). En el perfil de la

produccion acumulada (Fig. 5) se distinguen cuatro zonas (sefialadas con lineas

punteadas).
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Fig. 5. Perfil de la tasa de produccién y de la producciéon acumulada de CO2 de M. anisopliae Ma59 en un
CMS utilizando arroz como sustrato
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La primera etapa (I) comprendio desde el inicio del cultivo hasta el tiempo que durd
la fase lag (tiag). El célculo del tiag Se realizé con el método reportado por Pirt (1975)
(Fig. 6). Se calculo y graficé el logaritmo natural (Ln) de los datos de produccién de
COg2, posteriormente, se marco un intervalo de tiempo que comprendié desde que
el valor del logaritmo es positivo hasta el tiempo donde la tasa de produccion de
CO2 maxima (rCO2 max). Se realizé una linealizacion de los datos dentro de este
intervalo para obtener la ecuacion de la recta. El tiag Se considero el valor de x donde

y=0.

Para calcular el intervalo de la segunda etapa (I1) se resto el tiempo donde se obtuvo
la rCO2 max menos el tiempo residual (tr) (ec.1). El tiempo residual (tr) se obtuvo de

restar el tiempo lag (tiag) al tiempo donde se alcanza la rCO2 max (€C.2).

tiempo para alcanzar la rCO; 4 * t, = Intervalo fase Il (ec. 1)
Donde
t, = tiempo para alcanzar la 7CO; ;45 — tiag (ec.2)
4
3

Ln (produccion de CO,)
=

0 .
0 20 ¢ 40 60 80 100 120 140
1 /: Tiempo (h)
~.
-2

Fig. 6. Logaritmo natural de los datos de producciéon CO2 de M. anisopliae Ma59. Los puntos rojos muestran
los datos utilizados para el calculo del tiag
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Los datos de produccion de CO2 comprendidos en la segunda etapa (Il) se ajustaron
con el modelo logistico (ec.3) utilizando la funcién Solver de Excel. La ecuacion del
modelo logistico en su forma integral se muestra en la ec.3 (Torres, 2012).

dco,
dt

co,
= T'COZ = IJCOZ . COZ (1 - CO—) (ec. 3)
2 max

Donde CO: es la produccion de CO2 (mg/gms) calculada al tiempo t; CO2 max €S la
produccion de CO2 maxima (mg/gms) obtenida al final de cultivo y pco; es la tasa

especifica de produccién de COz (h).

El modelo logistico es simétrico a un punto de inflexién. Por tanto, no puede describir
la cinética completa de produccién de CO:. El ajuste al modelo logistico sin ninguln
criterio de simetria subestima la tasa especifica de produccién de CO2 (1) en un
20% aproximadamente (Juarez, 2014). En la Fig. 7 se muestran los datos de
produccion de CO2 (etapa Il) de M. anisopliae Ma59 y su ajuste al modelo logistico.
Todos los datos en este intervalo presentaron un ajuste adecuado al modelo
utilizado (R?> 0.95).
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Fig. 7. Ajuste de la etapa Il de los datos de produccion de CO2 de M. anisopliae Ma59 al modelo logistico
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En las ultimas dos etapas (Il y IV) (Fig. 8) se observo una desaceleracion en la
produccion de CO:2 (lll) y otra etapa de estabilidad que se correlaciona con la
energia de mantenimiento del metabolismo (IV), las cuales son descritas por
modelos lineales (R? > 0.95). La tercera etapa (lll) comprende del final de la etapa
Il hasta las 90 h y la ultima etapa (IV) que va desde las 90 h hasta el final del cultivo.
La productividad del CO2 (PCO2) (mg/gms*d) se obtiene al dividir la produccion

acumulada del COz2 entre el tiempo final del cultivo en dias.
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Fig. 8. Ajuste con un modelo lineal de las etapas Il y IV de los datos de produccion de CO, de M. anisopliae
Ma59

6.4. Pruebas de calidad de conidios

En esta seccion se describen las diferentes pruebas de calidad que se realizaron a

los lotes de conidios producidos.
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6.4.1.Germinacion

La germinacion se evalud por triplicado al colocar 50 pL de una suspension con
concentracion de 2x108 conidios/mL en una caja Petri de 100x15 mm con 20 mL de
medio ADS (Tabla 5). La suspension se esparcié con ayuda de una varilla de vidrio
y las cajas se incubaron a 28+1°C durante 16 h. Posteriormente, el medio de las
cajas se seccion0 en cuatro zonas y con ayuda de un microscopio Optico y un
objetivo 40x, se registrd el porcentaje de germinacion considerando 100 conidios
por zona seleccionados al azar. Se considerd conidio germinado aquel cuyo tubo

germinativo era igual o mayor al ancho del conidio sin germinar (Safavi et al., 2007).

6.4.2.Viabilidad

Para cuantificar la viabilidad de los conidios de M. anisopliae Ma59 se utilizaron
cajas Petri con 20 mL de medio agar dextrosa Sabouraud mas desoxicolato de
Sodio al 0.05% (ADS-D). La composicion del medio ADS-D se muestra en la Tabla
6. Se colocaron, por quintuplicado, 30 pL de una suspension de conidios
estandarizada a 1x10* conidios/mL (300 conidios) esparciéndola con ayuda de una
varilla de vidrio. Como control se utilizd Tween 80 al 0.05% estéril. Después de
incubar las cajas a 28+1°C durante 96 h se contaron las colonias y se reporto la

viabilidad como unidades formadoras de colonias (UFC).

Tabla 6. Composicién del medio ADS-D para medir la viabilidad (UFC) del hongo M. anisopliae Ma59

Compuesto Cantidad (g L™?)
Desoxicolato de Sodio 0.5
Agar dextrosa Sabouraud 65
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6.4.3. Pruebas de infectividad de M. anisopliae sobre ninfas de D. citri

en condiciones controladas

Se siguieron dos metodologias para el bioensayo con ninfas de D. citri; aspersion e
inmersion. Para ambos bioensayos se utilizaron cinco unidades experimentales

para el tratamiento y cinco para el control.

Con un aspirador entomolégico se recolectaron adultos de D. citri del pie de cria del
CNRCB. La cria se realiza sobre plantas de mirto a una temperatura promedio de
30°C y humedad relativa mayor al 40%. Posteriormente, los adultos de D. citri se
liberaron en plantas de mirto, y se mantuvieron aislados durante un ciclo de vida
con la finalidad de asegurar que no presentaran parasitismo o alguna enfermedad
causada por patdgenos. Finalmente, se recolectaron ninfas del segundo al cuarto

instar, las cuales serian utilizadas en los bioensayos.

El primer bioensayo (aspersion) se realiz6 con plantas de mirto (Murraya
paniculata); las cuales fueron proporcionadas por personal del CNRCB. Las plantas
de mirto, de un afo edad; recibieron tres fertilizaciones; la primera se hizo con
Agrofol® a los dos meses de siembra; en la segunda se utiliz6 fertilizante 20-20-20,
dosificandolo mensualmente a partir del tercer mes después de la siembra; una
tercera fertilizacion se hizo con nitrégeno al 26% cada mes o después de cada poda.
Para eliminar la fumagina, patologia causada por Capnodium sp., se aplic6 agua
con jabdn liquido o en polvo al 5%. El riego de las plantas se realizé de forma manual

con agua potable cada tercer dia.

Previo a los bioensayos, cada planta se sometid a un tren de tratamiento antiséptico
rociandola con cuatro soluciones: primero con cloro al 2%, seguido de Tween al

0.1%, posteriormente con alcohol al 70% y finalmente con Tween al 0.1%.

En cada planta se colocaron de forma manual 30 ninfas. Finalmente, cada planta
se asperjé con 2.5 mL de suspensién estandarizada a 1x10’ conidios/mL a una
presion de 15 PSI utilizando un volumen de 2.5 mL (Fig. 9A). Cada unidad
experimental se asperjé con un equipo disefiado por el personal del Departamento

de Hongos Entomopatégenos del CNRCB; el cual consta de una torre de vidrio de
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19 cm de diametro por 50 cm de altura, la base es completamente abierta y en la

parte superior tiene una valvula conectada a un compresor.

En el segundo bioensayo (inmersion) se utilizaron brotes de liméon mexicano (Citrus
aurantifolia Swingle) infestados con ninfas de D. citri, los cuales se obtuvieron de un
predio ubicado en la comunidad de Cofradia de Morelos, Colima. Se cortaron 10
brotes que tuvieran en promedio entre 20-80 ninfas y se trasladaron en condiciones
frias hasta el laboratorio. Los brotes se podaron hasta dejar solo las hojas mas
jovenes y para evitar su marchitamiento se les coloc6é un algodén humedo en el
tallo. Cada brote con ninfas se sumergié durante cinco segundos en 30 mL de una
suspension estandarizada de conidios (1x107 conidios/mL). Posteriormente, se
colocaron en papel secante para eliminar el exceso de agua (Fig. 9A). Finalmente,
se mantuvieron en condiciones de camara humeda, esto se logré poniendo un papel

filtro en una caja Petri y humedeciéndolo con agua estéril.

Para asegurar la calidad del in6culo, se le realizaron pruebas de germinacion y
viabilidad como se describe en la seccidon 6.4; como control se utilizé una solucion
de Tween 80 al 0.1%. Las plantas y los brotes inoculados se mantuvieron durante
5d a26+1°C con una humedad relativa superior al 50% Yy fotoperiodo luz-oscuridad
12:12 h. Se realiz6 el conteo de insectos muertos cada 24 h y estos datos se
ajustaron al modelo propuesto por Rodriguez-Gémez et al. (2009) para obtener

distintos parametros de mortalidad.

Fig. 9. Metodologias utilizadas en los bioensayos. A) Aspersidén de una planta de M. paniculata; B) brote de
C. aurantifolia inoculado y colocado en camara himeda
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Los insectos muertos resultantes en el bioensayo se colocaron en condiciones de
camara humeda durante cinco dias para promover el desarrollo del hongo (micosis)
y asegurar que la muerte del insecto fue debida al hongo entomopatdgeno y no por

otras causas (Tefera y Pringle, 2003).

6.5. Evaluacion de la efectividad de M. anisopliae Ma59 en campo

El control biolégico inoculativo o inundativo se refiere al aumento de enemigos
naturales para el control de un insecto plaga. El control biolégico por aumento de
enemigos naturales representa una estrategia importante en el manejo integrado de

plagas (Gonzéalez-Hernandez y Pacheco-Sanchez, 2007).

Se realizaron tres evaluaciones independientes en campo entre julio del 2013 y
marzo del 2014 en plantaciones de limon mexicano (C. aurantifolia Swingle)

infestadas con el PAC.

Para la seleccion de los predios utilizados se considerd que A) la infestacion por D.
citri fuera de entre 20 y 80 ninfas por brote, y B) que en 15 d previos a la evaluacién
no se hubiera asperjado algun quimico. La primera evaluacion se realiz6 en agosto
del 2013 en un predio de 2.5 ha ubicado en la comunidad de Cofradia de Morelos
(18°51'28.64’N-103°50'9.58"0, 12 m altitud) municipio de Tecoméan, Colima,
México. La segunda evaluacion se realizé en febrero del 2014 en un predio de 1.3
ha ubicado en Tecolapa (18°58°50”’N-103°50°31"0, 80 m altitud) perteneciente al
Municipio de Tecoman, Colima. La ultima evaluacion se realiz6 en marzo del 2014
en un predio de 0.6 ha ubicado en Tecoman (18°55°53"’N-103°51"50"0, 49 m

altitud), Colima.

Los predios utilizados en las evaluaciones se seccionaron de acuerdo a las
corrientes de aire existentes. Cada tratamiento se separé por dos surcos de arboles
“‘buffer” que sirvieron como barrera fisica para evitar un efecto sinérgico entre
tratamientos (Fig. 10). En la segunda y tercera evaluacion los predios se
seccionaron en tres partes: el testigo y dos tratamientos (Fig. 10 B-C). En el primer

tratamiento (T1) se evaluo el efecto de los conidios de M. anisopliae Ma59 de un
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lote producido en la UAM-Iztapalapa; en el segundo tratamiento (T2) se evaluo el
efecto de los conidios de M. anisopliae Ma59 de un lote producido por el

departamento de Hongos Entomopatégenos del CNRCB.
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Fig. 10. Segmentacion de los predios utilizados. A) Primera evaluacion; B) segunda evaluacion y C) tercera
evaluacion en campo. Los dvalos gris claro significan arboles tratados y los évalos gris oscuro fueron arboles
buffer sin tratar.
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Fig. 11. Etapas de la evaluacion en campo A) marcaje de los brotes, B) preparacion de la suspension de
conidios, C) aspersion de los conidios, D) caja de Petri en un arbol de limdn para evaluar la germinacion de la
suspension asperjada y E) corte del brote cinco dias después de la aspersidn
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Previo a la aplicacion se seleccionaron y marcaron 30 brotes por tratamiento, y cada

uno se consideré como una unidad experimental (Fig. 11A).

El transporte de los conidios hasta el lugar de la evaluacion se realizd en
condiciones frias para evitar la pérdida de viabilidad. En cada tratamientos se
asperj6 una suspension de conidios con una concentracion de 6x10° conidios
viables/mL (Fig. 11B), y en el testigo se usd una solucion de Inex al 0.1%. Se
utilizaron motobombas Shindaiwa ES726 modificadas con un mandémetro para
obtener una presién de aspersion de 200 PSI. La aspersion de cada arbol se realizé
hasta el punto de escurrimiento, lo que implicé un volumen promedio de dos litros
por arbol (Fig. 11C). Las evaluaciones se hicieron a partir de las 16 h, ya que las
condiciones ambientales favorables para las evaluaciones en campo de hongos
entomopatdégenos pueden ocurrir temprano por la mafiana o durante la tarde
(Alatorre, 2012).

Para evaluar la calidad de las suspensiones utilizadas en campo, se colocaron en
tres arboles al azar cajas con medio ADS (Fig. 11D), se asperjaron los arboles e
inmediatamente se incubaron las cajas durante 14 h a 28+1°C. La cantidad de

conidios germinados se evalué como se describe en la seccién 6.4.

Inmediatamente realizada la aplicacién, los brotes previamente seleccionados y
marcados se confinaron con una bolsa de organza, la cual evité la entrada de

insectos y salida de las ninfas (Fig. 11E).

Los brotes confinados se cortaron después de permanecer siete dias en campo y
se trasladaron al laboratorio para su analisis (Fig. 12A). Con ayuda de un
microscopio estereoscopio se clasificé la poblacion de D. citri presente en los brotes
como: ninfas vivas, ninfas muertas, ninfas parasitadas, ninfas micosadas, adultos
vivos, adultos muertos y adultos micosados (Fig. 12B). Toda la poblacion se
mantuvo durante siete dias en condiciones de camara hiumeda para promover el

desarrollo de micosis por el entomopatégeno (Fig. 12C-F).
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Fig. 12. Tratamiento de los brotes de los arboles de limén mexicano (C. aurantifolia Swingle) que fueron
asperjados con una suspension de conidios del hongo entomopatégeno M. anisopliae Ma59. Donde A)
traslado de los brotes de campo a laboratorio en condiciones frias, B) clasificacion de la poblacién presente
en cada brote con ayuda de un microscopio estereoscopio, C) ninfas muertas de D. citri en caja Petri, D)
incubacidn a 28°C en condiciones de cdmara himeda de los brotes clasificados, E-F) ninfas y adultos de D. citri
micosados con el hongo M. anisopliae Ma59
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Con los datos de mortalidad, obtenida en la poblacién después de siete dias en
campo, se realizo el calculo de mortalidad corregida (MC) utilizando la formula de
Sun-Shepard (Puntener, 1981):

mortalidad en el tratamiento (%) +cambio en PC (%)
100 tcambio en PC (%)

MC (%) = ( ) * 100 (ec.3)

Donde

PC después de tratamiento—PC antes de tratamiento

cambio en PC (%) = ( )*100  (ec.4)

PC antes del tratamiento

PC = poblacién del control

Los registros del clima correspondientes a los dias de cada evaluacion en campo
se obtuvieron del portal electronico del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

6.6. Relacion de la infectividad entre laboratorio y campo

Para demostrar la relacion entre los resultados de la micosis obtenida en laboratorio
y campo, se realizé un analisis de varianza (ANDEVA), por lo que esta seccién no

requirio trabajo en el laboratorio.

6.7. Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos en los experimentos de viabilidad y en los
analisis respirométricos modificando la temperatura de incubacion y la humedad del
sustrato, y para la relacion de la infectividad en laboratorio-campo, se realizé un
ANDEVA utilizando la prueba de HSD de Tukey para comparaciones multiples a un

nivel de significancia de a=0.05.
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Para el andlisis de los datos obtenidos en el analisis respirométrico comparando las
tasas de aireacion se realiz6 una prueba de T de Student a un nivel de significancia
de a=0.05. Se utiliz6 el Software PASW Statistic Data Editor 18.0 en su version para

Windows en todos los andlisis estadisticos.
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7. Resultados y Discusiones

Este capitulo se divide en dos secciones; en la primera se exponen los resultados
obtenidos en la produccién en CMS de conidios del hongo entomopatdégeno M.
anisopliae Ma59. En la segunda seccion, se muestran y discuten los resultados

obtenidos las evaluaciones bajo condiciones controladas y campo.

7.1. Conservacion por liofilizacion

Los liofilizados obtenidos en este trabajo se emplearon para producir el inéculo
necesario en los lotes de produccién. A pesar de que hubo carencia de pruebas
cuantitativas para este experimento, se realizaron observaciones macro y

microscoépicas del crecimiento y produccién de conidios de M. anisopliae Ma59.

Todos los liofilizados al ser propagados sobre medio ADS, mostraron un crecimiento
algodonoso; sin embargo, al realizar la primera resiembra en el mismo medio, el
crecimiento y la esporulacion presentaron el crecimiento caracteristico de M.

anisopliae Ma59.

En el trabajo realizado por Garcia (2012) report6 una disminucion en la germinacion
de la cepa de M. anisopliae CP-OAX del 21% después de someterla al proceso de
liofilizacién; sin embargo, este pardmetro se mantuvo durante dos meses

posteriores al proceso de conservacion.

7.2. Produccioén del in6culo

Después de 10 d de incubacion, el crecimiento del hongo propagado en medio ADS
provoco que el agar se agrietara, ademas la esporulacion se present6 en forma de
césped color verde militar (Fig. 13). Sin embargo, en las cajas con medio HaPcA el

crecimiento fue algodonoso y la esporulacion presentd un color verde-amarillo.
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La diferencia de crecimiento y esporulacion de M. anisopliae Ma59 puede estar
asociada a la relacion C/N de los medios utilizados. El medio ADS tiene una relacién
C/N= 35 (Shah et al., 2005; Tlecuitl-Beristain et al., 2010; Wu et al., 2010), mientras
que el medio HaPcA tiene una relacion C/N=6 (Tlecuitl-Beristain et al., 2010).

Debido a las caracteristicas de crecimiento y de esporulacion del hongo, se decidio
utilizar el medio ADS para propagar la cepa y obtener los inGculos necesarios para

los experimentos posteriores.

Fig. 13. Crecimiento de M. anisopliae Ma59 sobre medio ADS alos A)3d, B) 5dyc) 7 d de incubacién

7.3. Efecto del cloranfenicol sobre la viabilidad

En la Fig. 14 se presenta la viabilidad de los conidios de M. anisopliae Ma59. La
viabilidad de los conidios sin cloranfenicol fue del 57%. Para concentraciones de
cloranfenicol de 250 a 750 ppm la viabilidad fue similar (42%). Aunque la viabilidad
con 1000 ppm de cloranfenicol fue del 33%, la diferencia no fue significativa (P <

0.05) cuando se analizd con concentraciones de cloranfenicol de 200 a 750 ppm.

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro que se une a la subunidad 50S
bloqueando las funciones principales del ribosoma como la reaccion de la peptidil
transferasa asociada en la formacion del enlace peptidico para la sintesis de
proteinas (Katzung, 2010).
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Fig. 14 Viabilidad de la suspension de M. anisopliae Ma59 con diferentes concentraciones de cloranfenicol

Debido a que no se encontraron diferencias entre la viabilidad de los conidios en
concentraciones de cloranfenicol de 250 a 1000 ppm, se opté por utilizar la
concentracion de 500 ppm en la produccién de lotes de conidios de M. anisopliae

Ma59 similar al trabajo reportado por Lezama-Gutiérrez et al. (2012).

7.4. Produccion de conidios en CMS

En esta seccidn se presentan y discuten los parametros cinéticos de crecimiento de
M. anisopliae Ma59; ademas, se discuten los resultados obtenidos con un
metabolimetro al modificar la temperatura de incubacién, la humedad en el sustrato
y la tasa de aireacion del CMS de M. anisopliae Ma59 en biorreactores tubulares.
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7.4.1. Temperatura

Uno de los principales problemas en el cultivo en medio sdlido es la acumulacion de
calor metabdlico cuando se utilizan cantidades grandes de sustrato. El medio sélido
se compacta y afecta la transferencia de calor y masa (Doelle et al., 1992; Saucedo-
Castafieda y Trejo-Herndndez, 1994; Durand, 2003; Figueroa-Montero et al., 2011).

El hongo entomopatégeno M. anisopliae es capaz de crecer en un rango de
temperaturas entre 5 a 40°C con un éptimo a 30°C (Hallsworth y Magan, 1999). La
temperatura tiene un efecto directo en el rendimiento de conidios en CMS, por eso
frecuentemente se busca incubar cerca de las temperaturas optimas de crecimiento
(Jenkins y Grzywacz, 2000). Por tanto, para determinar la termotolerancia de la cepa
se evalud el efecto de la temperatura de incubacion sobre los pardmetros de
crecimiento de M. anisopliae Ma59. Se evaluaron cuatro temperaturas (26°, 28°, 30°
y 32°C). El estudio se realizé en biorreactores tubulares de 2 cm de diametro con

una tasa de aireacion de 0.8 VKgM.

En la Tabla 7 se muestran los parametros cinéticos obtenidos del andlisis de los
perfiles de produccién de CO:2 para el CMS de M. anisopliae Ma59. El tratamiento a
28°C mostré el menor valor (32.9 +1.1 h) para el tag. Sin embargo, no hubo
diferencia significativa entre los valores de tiag obtenidos con los tratamientos a 28°

y 32°C. Un menor tiag puede disminuir el riesgo de contaminacion del proceso.

Tabla 7. Parametros cinéticos de crecimiento de M. anisopliae Ma59 en CMS incubado a diferentes

temperaturas.
Temperatura tiag rCO2 max PCO: Hmax My v
(°C) (h) (mg/gms-h) (mg/gms-d) (hh) (h')
26 374+03P 030+0042 159+0.072 0.30+0.032 0.07+0.012
28 329+1.12 037+001% 262+075% 0.27+0.01% 0.11+0.042
30 36.8+1.3P 028+0062 1.63+0572 0.27+0.032 0.07+0.032
32 36.0+063 031+0042 089+0.132 0.35+0.022 0.02+0.022

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (Tukey: P < 0.05)
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Los valores de la tasa maxima de produccion de CO2 (rCO2max) permanecieron entre
un rango de 0.28 y 0.37 mg/gms-h sin que existiera diferencia significativa entre las

temperaturas analizadas.

La productividad global de CO2 (PCOz2) para el tratamiento a 28°C fue de 2.62 £ 0.75
mg/gms-d, mientras que en el tratamiento a 32°C fue tres veces menor (0.89+ 0.13
mg/gms-d). Sin embargo, al realizar el analisis estadistico (P < 0.05) no se encontrd

diferencia significativa entre los tratamientos.

La tasa especifica de produccion de CO2 maxima calculada con el método logistico
(umax) se presenté entre un rango de 0.27 y 0.35 h! sin que existiera diferencia
significativa entre los tratamientos analizados (P < 0.05). En cambio, la p calculada

en las etapas de desaceleracion (Wiyv) presento valores entre 0.02 y 0.11 h.

Es prudente sefialar que no existié correspondencia entre el menor valor del tiag y €l
mayor valor de pmax. Contrario a esto, se observa relacion entre el menor tiag con de
los valores mas altos de la rCO2 max, la PCO2Yy la puny ivlos cuales se obtuvieron con
la temperatura de incubacion de 28°C; sin embargo, la prueba Tukey no indica
diferencia significativa (P < 0.05) entre los valores de estos parametros obtenidos

con las distintas temperaturas estudiadas.

La produccién de conidios no se reporta debido a que el crecimiento del hongo en
el biorreactor fue irregular, presentandose crecimiento solo en la zona mas baja del
biorreactor (entrada del aire hUmedo); esto ocasioné que la produccion de conidios
fuera nula o heterogénea. Por tanto, los valores de los parametros de la rCOz2 max,
PCO:2 estan subestimados, debido a que los parametros se calculan con base en la

masa del sustrato total.

El tiag reportado en este trabajo es 30% menor que el reportado por Dorta et al.
(1996); sin embargo, dichos autores cultivaron la cepa de M. anisopliae sobre una
mezcla de cascara y salvado de arroz, y le realizaron un analisis respirométrico a
una temperatura de 28°C. Ellos dividen la curva de produccién de biomasa en tres
secciones: 1) la fase lag que dura 48 h, posteriormente observan un Il) crecimiento

vegetativo que dura aproximadamente 100 h y la ultima 1ll) de esporulaciéon que
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dura de 90-100 h. Por otro lado, Angel (2011) utilizando el mismo sustrato reporta

valores de tiag de 20.4 h para |. fumosorosea CNRCB1.

La rCO2 max Obtenida en este trabajo (0.37 mg/gms-h) representa el 40% del valor
de la rCO2 max reportada con |. fumosorosea (0.59 mg/gms-h) por Angel (2011). Los
pardmetros cinéticos son particulares para cada microorganismo, los cuales varian
de acuerdo a su capacidad de desarrollo en las condiciones utilizadas. En el trabajo
reportado por Juarez (2014) obtienen un valor de rCO2 max de 7.56 mg/gms-h al
crecer al hongo Aspergillus versicolor a 37.5 °C sobre aserrin embebido con medio

Czapec-Dox.

Por otro lado, la productividad global del CO2 (PCO2) presenta valores menores a
los reportados en la literatura; posiblemente, ocasionado por el crecimiento
heterogéneo en los biorreactores. En el 2011 Angel report6 una PCO2 de 8.3
mg/gms-d utilizando una cepa de |. fumosorosea. En el trabajo realizado por
Porcayo-Loza et al. (2013) reportan una PCO2 de 13 y 6.8 mg/gms-d utilizando una
cepa de M. anisopliae incubada en biorreactores de 2 y 4.5 cm de diametro interno

respectivamente.

Los biorreactores incubados a 28°C presentaron el menor tiag y mostraron una
tendencia de tener los mayores valores de rCO2 max, la PCO2y las [y v; sin
embargo, no existio diferencia significativa con las demas temperaturas analizadas.
Ademas, en un proceso a mayor escala, utilizar una temperatura mayor generaria
un gasto econdmico adicional. Debido a lo anterior, se escogi6 la temperatura de

28°C para la produccion de conidios de M. anisopliae Ma59 en CMS.

7.4.2.Humedad

Otro de los parametros relevantes en los CMS es el contenido de humedad del
medio de cultivo. Este debe ajustarse para obtener la mejor respuesta de la variable

deseada.
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En el presente trabajo se evalud el efecto de la humedad (35%, 40% y 45%) sobre
los parametros de crecimiento de M. anisopliae Ma59. En la Tabla 8 se muestran
los parametros asociados al crecimiento de M. anisopliae Ma59 utilizando diferentes

humedades en el sustrato.

En la seccion 7.4.1. se evidencié como el valor del tiag se modificaba con la
temperatura de incubacion; sin embargo, al modificar la humedad inicial en el
sustrato, los valores para el tiag fueron de 32 y 34 h, sin que se presentara diferencia
significativa (P < 0.05).

La rCO2zmax presentd valores entre 0.24 y 0.58 mg/gms-h, aumentando conforme
incremento la humedad en el sustrato. La rCO2zmax del cultivo con la humedad méas
baja representa el 40% de la rCOzmax del cultivo con la mayor humedad en el
sustrato. Sin embargo, al realizar el analisis estadistico no se encontraron
diferencias significativas (P < 0.05) en los valores de la rCO2zmax obtenidos con el 40

y 45% de humedad en el sustrato.

La mayor PCO:2 (4.41+ 0.68) se obtuvo en los biorreactores con una humedad del
45% en el sustrato, siendo 5y 1.5 veces mayor a la productividad obtenida en los

biorreactores con una humedad de 35% y 40%, respectivamente.

Tabla 8. Parametros cinéticos de crecimiento de M. anisopliae Ma59 en CMS utilizando diferentes
humedades en el sustrato.
Hume tiag rCO2 max PCO> Umax M v

dad (h) (mg/gms-h)  (mg/gms-d) (h?) (h?) (h)
(%)
35 346+202 024+0042 096+0.182 0.28£0.02 0.05+£0.01 0.01+0.02

Cc a

40 327+232 (045+0.153 288+0.54° 0.20+0.01 0.17+0.01 0.03+0.01
b b a

45 33.2+1.12 058+0.03° 441+068°¢ 0.14+0.00 0.26+0.05 0.06+0.05

a [ a

Letras distintas indican diferencia significativa entre las medias (Tukey: P < 0.05)
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En la Tabla 8 se reportan las tasas especificas de produccion de CO2 (U) para cada
etapa de crecimiento. EI méximo valor para la umax Se presento en los biorreactores
con el 35% de humedad en el sustrato. Sin embargo, en estos biorreactores fue
donde se presentd la menor PCO2. Contrario a esto, el menor valor para la pmax se
presento en los biorreactores con el 45% de humedad en el sustrato, donde ademas
se presentd la mayor PCO2. Este fenOmeno puede explicarse con las tasas
especificas de produccion de CO:2 (u) de las etapas de desaceleracion y
mantenimiento. La pm obtenida en los biorreactores con una humedad del 45%
presento el maximo valor (0.26 £ 0.05), el cual es similar a umax de los biorreactores
con 35% de humedad (0.28 + 0.02); lo que indica que, la etapa Ill en los
biorreactores con la mayor humedad en el sustrato no es de desaceleracion;
contrario a esto, los biorreactores con la menor humedad la etapa lll si es de

desaceleracion.

La produccién de conidios no se reporta debido a que el crecimiento del hongo en
el biorreactor fue irregular. Se presenté crecimiento Unicamente en la zona mas baja
del biorreactor (entrada del aire humedo), lo que ocasion6é que el perfil axial de
produccion de conidios fuera heterogéneo. Por tanto, los valores de los parametros
de la rCO2 max, PCO2 estan subestimados, debido a que los parametros se calculan

con base en la masa del sustrato total.

La humedad critica es caracteristica en donde ocurre un cambio en las condiciones
de secado del material; el cual, pasa de una velocidad de secado constante a una
velocidad de secado decreciente (Davila, 2004). En los CMS, el agua puede
presentarse dentro de la matriz sélida; o bien, como una capa delgada absorbida
por la superficie de las particulas o enlazada débilmente en los espacios capilares
de la matriz. En la Fig. 15 se presenta el comportamiento de la velocidad de secado

en funcién del contenido de humedad del arroz.
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Fig. 15. Grafico que presenta el comportamiento de la velocidad durante el secado de arroz

Al realizar la interseccion del periodo de velocidad constante (puntos rojos) y el
periodo de velocidad decreciente (puntos negros), se obtuvo el punto que
representa, en el eje de las abscisas, la humedad critica (gH20/gms). La velocidad
maxima de secado (Vmaxs) del arroz fue calculada por duplicado. La Vmaxs present6
un valor de 0.119 + 0.002 (min-t). Con lo anterior fue posible calcular la humedad
critica, mostrando un valor de 0.500 + 0.016 gx20/gms (33% de humedad). El agua
libre en el CMS solo se presenta cuando se excede la capacidad de saturaciéon del
sustrato; el agua libre en el arroz se presenta después del 50% de humedad
(Raimbault, 1998).

La isoterma de un producto, a una temperatura constante, relaciona graficamente
el contenido de humedad en equilibrio de un producto con la actividad
termodinamica del agua del mismo, ya que en el equilibrio, este Ultimo parametro
es igual a la humedad relativa del aire que rodea al producto. Una isoterma puede

obtenerse de dos diferentes formas (Al-Muhtaseb et al., 2002):
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I.  Una isoterma de adsorcidon se obtiene colocando el material seco en
diferentes atmésferas para que la humedad aumente y se registra la
ganancia de peso debido al agua adsorbida.

[I.  Una isoterma de desorcion se realiza colocando un material humedo bajo la

misma condicion de humedad y se registra la pérdida de peso.

Se construyo la isoterma de desorcion (Fig.16) para el arroz al graficar la actividad
de agua (Aw) contra la humedad (gH20/gms). Los datos experimentales se ajustaron
con ayuda de la herramienta Solver de Excel al modelo de Henderson (R?>0.95) el

cual se presenta a continuacion:

1 1

_ —log(1-Aw)]n _ _ —log(1-Aw)]o.738
XW_A*[T] = XW—O.Ol*[W

Donde Xw es el contenido de agua calculado, Aw la actividad de agua y los valores
de A, f y n son parametros del modelo de Henderson caracteristicos para el arroz
(Vega et al., 2006; Juarez, 2014).

0.35
0.30
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0.20

0.15

Humedad (gy,,/gms)

0.10

0.05

0.00

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Actividad de agua (Aw)

Fig. 16. Isoterma de desorcién del arroz. Los circulos negros corresponden a los datos experimentales y la
linea continua al modelo de Henderson
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Entre los valores de actividad de 0.2 y 0.6 el contenido de agua aumenté lentamente
de 0.01 a 0.05 gH2o/gms. Esto se debe a que el agua retenida en el soporte se
encontraba formando una multicapa de moléculas alrededor de las particulas del
sélido; esta agua, disponible para disolver algunos solutos de bajo peso molecular
y algunas reacciones bioquimicas, no es disponible para el crecimiento microbiano
(Al-Muhtaseb et al., 2002).

Una vez superado el valor de 0.7 en la Aw, el contenido de agua comienza a
incrementar exponencialmente, hasta superar el 0.95 de Aw con una humedad de
0.25 gH20/gms; esta agua se encuentra en macrocapilares y es disponible para su

aprovechamiento en el crecimiento microbiano (Al-Muhtaseb et al., 2002).

Estudios realizados por Bhanu et al. (2007) demuestran que la mayor produccion
de conidios de M. anisopliae se obtiene con un contenido de humedad inicial en el
arroz como sustrato de 22.4%. Por otro lado, en el trabajo realizado por Nufez-
Gaona et al. (2010), obtienen la mayor produccion de conidios de B. bassiana en
CMS utilizando como sustrato al salvado de trigo con una humedad inicial de 66%.
Esta diferencia en los valores de humedad entre el arroz y el salvado de trigo se
debe principalmente a la diferencia en la capacidad de retencién de agua de ambos
sustratos. De la misma forma, la capacidad de retencion de agua del arroz depende
del tipo de arroz y del pretratamiento del arroz (reduccion de tamafio, precoccion,

condiciones de esterilizacion, entre otros).

El valor mas grande para u se presentd hasta la tercera etapa de crecimiento (pmn =
0.26 £ 0.05) utilizando una humedad en el arroz del 45%. En estas condiciones de
humedad se obtuvo la mayor PCO2. Ademas, el valor del Tiag (33 h) no presento
diferencias significativas entre los valores obtenidos en los biorreactores con
distintas humedades. Por tanto, se eligié la humedad del 45% al utilizar arroz como

sustrato para la produccion de conidios en CMS.
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7.4.3.Tasa de aireacion

El calor metabdlico es una de las principales limitantes en el escalamiento de
biorreactores para el CMS (Figueroa-Montero et al., 2011) y en consecuencia, la
productividad. Entre las principales funciones de la aireacion esta el suministrar Oz,
remover COz, calor metabolico y productos volatiles del cultivo (Saucedo-Castafieda
y Trejo-Hernandez, 1994; Raimbault, 1998; Torres, 2012). Estudios recientes han
demostrado que la modificacion de la atmdésfera gaseosa influye en el nivel de
conidiacion de M. anisopliae (Tlecuitl-Beristain, 2010; Garcia, 2012).

Por ello, en el presente trabajo se estudio el efecto de la tasa de aireacién (0.1y 0.8
VKgM) sobre los parametros de crecimiento de M. anisopliae Ma59. El estudio se
realiz6 en biorreactores tubulares de 4.5 cm de diametro interno incubados a 28°C
utilizando una humedad del 45% en el sustrato. En la Tabla 9 se presentan los
parametros cinéticos de crecimiento del hongo entomopatdégeno M. anisopliae Ma59

incubado con dos distintas tasas de aireacion.

Los biorreactores con una tasa de aireacion pequefia (0.1 VKgM) presentaron una
disminucién del 13% en el tiag comparado con los biorreactores aireados con una
tasa de 0.8 VKgM. Este valor del tiag €s menor al que se habia obtenido en las

secciones 7.4.1.y 7.4.2.

Tabla 9. Parametros cinéticos de crecimiento de M. anisopliae Ma59 incubado con dos tasas de aireacion.)

Tasa de tiag rCO2 max PCO; Mmax M Hiv
aireacién (h) (mg/gms-h) (mg/gms-d) (h'h) (h'1) (h'h)
(VKgM)
0.1 29.1+04 148x0.09 2233+£1.35 0.14+£00 1.29+0.09 1.29+0.09
a b b a b b

0.8 332+11 058+003 441+068 014+00 0.26+0.05 0.06+0.05

b a a a a a

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (T de Student: P < 0.05)
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El pardmetro de la rCO2 obtenido en los biorreactores con una tasa de aireacion de

0.1 VKgM fue 2.5 veces mayor al obtenido con una tasa de aireacion de 0.8 VKgM.

La productividad del CO2 (PCO2) obtenida en los biorreactores con una tasa de
aireacion pequefia (0.1 VKgM) fue cinco veces mayor a la obtenida con una tasa de
aireacion alta (0.8 VKgM). Este aumento en la productividad se dio a pesar de que
la tasa especifica de produccion de CO:2 calculada con el modelo logistico (pmax) No

presento diferencia significativa (P < 0.05) entre los tratamientos analizados.

El aumento en la productividad puede ser explicado con las tasas especificas de
produccion de CO2 obtenidas en la Ill y IV (uny piv) zona de crecimiento (véase
Fig.5). La pnobtenida con una tasa de aireaciéon menor (0.1 VKgM) es cinco veces
mayor a la obtenida con la tasa de aireacion mayor (0.8 VKgM), lo que indica que la
etapa tres no es de desaceleracion, debido a que en ambos casos la i es mayor a

la calculada con el modelo logistico y reportada en este trabajo como pmax.

La tasa 6ptima de aireacion de un CMS estara determinada por la naturaleza del
microorganismo empleado, los requerimientos particulares de oxigeno para el
crecimiento y la sintesis de producto sobre los nutrientes dados, la cantidad de calor
metabdlico que debe ser disipada, el grado al cual el CO2 y otros metabolitos
volatiles que son eliminados, el espesor del sustrato y su densidad de empaque
(inversamente relacionada con el volumen de espacio poroso) y el contenido de
humedad (Lonsane et al.,1985).

A diferencia de los biorreactores donde se evaluaron diferentes temperaturas y
humedades (secciones 7.4.1.y 7.4.2.), los biorreactores con la tasa de aireacion de
0.1 VKgM a partir del quinto dia de incubacion comenzaron a presentar el color
verde pasto caracteristico de la esporulacién de M. anisopliae Ma59. Después de
16 d de incubacion cada biorreactor se seccion0 en cuatro zonas para realizar

conteo de conidios.

En la Fig.17 se muestra el perfil axial de la produccion de conidios en biorreactores

tubulares de M. anisopliae Ma59.
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La conidiacion aparente en las diferentes zonas de los biorreactores con la tasa de
aireacion pequefia fue homogénea, a diferencia de los biorreactores aireados con
una tasa de aireacion de 0.8 VKgM (Fig. 17). La produccion promedio de conidios
de las diferentes zonas fue de 2x108 conidios/gms sin que se encontraran

diferencias significativas entre zonas (Fig. 18).

Los resultados de este estudio coinciden con lo reportado por Arzumanov et al.
(2005) quienes realizaron un CMS de M. anisopliae var. acridum utilizando una
mezcla de arroz/bagazo de cafa como sustrato. Estos autores mencionan que los
rendimientos de conidios obtenidos al utilizar aireacion forzada disminuyen, por lo
gue sugieren el uso de flujos bajos o bien no suministrar aireacién forzada para

asegurar los niveles de conidiacion.

Zona

Fig. 17. Perfil axial de la conidiacién de M. anisopliae Ma59. Izquierda) biorreactor con una tasa de aireacion
de 0.1 VKgM; Derecha) biorreactor con una tasa de aireacion de 0.8 VKgM
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Fig. 18. Perfil axial de produccion de conidios de M. anisopliae en los biorrectores con una tasa de aireacion
de 0.1 VKgM

En el trabajo reportado por Angel-Cuapio (2011) se sefiala que al cultivar el hongo
I. fumosorosea CNRCB1 en CMS utilizando arroz como sustrato y bajo condiciones
de aireacion forzada constante se obtiene un rendimiento de conidios menor
(7.1x108 conidios/gms) al alcanzado sin aireacion forzada (3.3x10° conidios/gms).
El mismo patrén obtuvo con el hongo M. anisopliae CP-OAX, al utilizar arroz como
sustrato y aireacion forzada alcanzé un rendimiento menor (1.2x108 conidios/gms)

comparado al obtenido sin aireacién forzada (3.3x102 conidios/gms).

Existen mejores condiciones para el crecimiento en CMS de M. anisopliae Ma59
cuando se utiliza una tasa de aireacion pequefia (0.1 VKgM) comparado con el
crecimiento cuando se utiliza una tasa de aireacion alta. La aseveracion deriva del
comparar los pardmetros cinéticos de crecimiento obtenidos con una tasa de
aireacion de 0.1 y 0.8 VKgM, se presentd una disminucién del 13 % del tiag, la
rCO2max fue 2.5 veces mayor y la PCO:2 fue cinco veces mayor. Con base en lo
anterior, se eligio la tasa de aireacion pequefa (0.1 VKgM) para ser utilizada en las
posteriores producciones de conidios en CMS.
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7.4.4.Produccion de conidios en CMS en bhiorreactores con diferentes

geometrias

Después de evaluar la respuesta de crecimiento en biorreactores tubulares de M.
anisopliae Ma59 modificando distintas condiciones de cultivo, se decidi6 comparar
la conidiacion de este hongo al modificar la geometria del biorreactor; para esto, se
decidi6 utilizar las mejores condiciones de cultivo mostradas en los biorreactores
tubulares, las cuales fueron una incubacion a 28°C, una humedad en el sustrato del

45% y una tasa pequefia o sin aireacion.

En la Fig. 19 se muestra la produccion de conidios (conidios/gms) obtenida después
de 16 d de incubacion en cuatro distintas geometrias de biorreactor (charola de

aluminio, matraces, tubulares de vidrio y bolsas de polipapel).

En las charolas de aluminio fue donde se presento6 la menor produccion de conidios
(1.7x108 conidios/gms); sin embargo, no mostré diferencia significativa (P < 0.05)
con la produccién obtenida con los biorreactores tubulares (2.8x108 conidios/gms).
En el caso de los matraces y de las bolsas de polipapel el promedio en la produccion
fue de 3.5 y 3.2x108 conidios/gms.

La mayoria de datos de produccion de conidios reportados a la fecha han sido
obtenidos en matraces Erlenmeyer o en pequefos frascos con una cama delgada
de sustrato; sin embargo, grandes versiones de estos quizas no sean las mas
apropiadas para la produccién a gran escala (Mitchell et al., 2006). En la Tabla 10
se compara la produccion de los conidios obtenidos en este trabajo utilizando como
biorreactor la bolsa de polipapel con las producciones reportadas para M. anisopliae

por diversos autores.
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Fig. 19. Produccidn de conidios de M. anisopliae Ma59 en diferentes geometrias de biorrectores. Letras
distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (Tukey: P < 0.05)

A pesar de que la produccién de conidios es menor a la reportada por distintos
autores, se decidio utilizar la bolsa de polipapel como sistema para la produccion de
los conidios, los cuales se utilizarian en las evaluaciones en campo y en las distintas
pruebas de calidad, debido a que no hubo diferencia significativa (P < 0.05) entre la
produccion de conidios obtenida y a que una bolsa de polipapel permite tener una
mayor cantidad de sustrato en el sistema; ademas, no necesita una corriente de aire
como los biorreactores tubulares, lo que se traduce en una menor inversion para el
laboratorio.
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Tabla 10. Produccion de conidios de M. anisopliae en diferentes biorreactores reportadas por distintos

autores
Autor Sustrato Biorrector Cosecha Produccion
(d) (conidios/gms)

Este trabajo Arroz Bolsas de polipapel 16 3.2 x108
Angel-Cuapio (2011) Arroz Frascos Gerber® 6 3.9 x108
Porcayo-Loza et al. Arroz Biorreactores 10 1.5 x10°
(2013) tubulares
Dorta y Arcas (1998) Arroz- Biorreactores 14 8 x10°

cascara de tubulares

arroz
Bhanu et al.(2007) Arroz Bolsas de 15 5.3x1010
polipropileno

7.5. Bioensayos

Los bioensayos son utilizados para medir pardmetros clave en la seleccién de cepas
eficaces en el control microbiano (O”Callaghan et al., 2012). Como se muestra en
este trabajo, las técnicas utilizadas en los bioensayos pueden variar a pesar de
utilizar el mismo insecto plaga como modelo de estudio. A continuacion se

presentan los resultados de dos bioensayos utilizando técnicas diferentes.

En el primer bioensayo, que se hizo asperjando plantas de M. paniculata, se observo
un porcentaje de mortalidad de las ninfas de 34.6% y 39.8% para el control y el
tratamiento con M. anisopliae Ma59 respectivamente (Tabla 11), pero las medias de

los tratamientos no presentaron significativa (P < 0.05).

Tabla 11. Resultados del bioensayo por aspersién utilizando plantas de M. paniculata

Tratamiento Mortalidad (%) Micosis (%) Germinacion (%)  Viabilidad (%)
Control 34.618.4 @ 0£0 & 002 002
M. anisopliae Ma59 39.8+11.22 23.6£7.9° 91.3+3.5° 5618 b

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (T de Student: P < 0.05)
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A pesar de que el porcentaje de mortalidad del control fue alto, no se desarrollo
micosis en los insectos muertos. En el caso de las ninfas asperjadas con M.

anisopliae Ma59, el 23.6+7.9% desarrollaron micosis.

La suspension de conidios de M. anisopliae Ma59 utilizada presenté 91% de
germinacion, pero solo el 56% de los conidios fueron viables. Esto evidencio que no
todos los conidios utilizados tenian la capacidad de invadir al insecto y por
consecuencia no desarrollaron micosis. Debido a que la germinacion y la viabilidad
son parametros de calidad utilizados en productos comerciales, no deben de
confundirse estos términos. La diferencia entre estos parametros puede explicarse
debido a que el conidio es capaz de germinar en condiciones de humedad adecuada
utilizando a los solutos compatibles (trehalosa y manitol) como carbohidratos de
reserva. Una vez que los carbohidratos se agotan, requiere tomar nutrientes del
medio, lo que llevaria a considerarlo como un conidio viable capaz de formar una
UFC.

En el trabajo reportado por Leeuwen et al. (2012) al analizar el transcriptoma de
Aspergillus niger durante las primeras ocho horas de germinacion, encontraron que
el nivel de transcritos de los genes involucrados para la sintesis de trehalosa y
manitol disminuy6 considerablemente en las primeras dos horas del proceso de
germinacion y después aumentd gradualmente. En complemento, el nivel de
transcritos de los genes que codifican para las enzimas trehalasa y manitol-
deshidrogenasa aumentan durante las primeras dos horas del proceso de

germinacion.

En el segundo bioensayo, que se hizo sumergiendo brotes de C. aurantifolia Swingle
infestados con ninfas de D. citri, se observé un porcentaje de mortalidad mayor a
92% en el control y en el tratamiento con el hongo entomopatbégeno; sin embargo,
las ninfas muertas provenientes del control no desarrollaron micosis. En cambio, el
25.0+£12.2% de la poblacion de ninfas asperjadas con M. anisopliae Ma59
desarrollaron micosis (Tabla 12). Similar al bioensayo por aspersion, se registré un
porcentaje bajo en la viabilidad de los conidios (40%), lo cual indudablemente influy6

en el porcentaje de micosis.
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Tabla 12. Resultados del bioensayo por inmersidn utilizando brotes de C. aurantifolia Swingle

Tratamiento Mortalidad (%) Micosis (%) Germinacion (%) Viabilidad (%)
Control 202.1 0+0 2 0+02 0+02
M. anisopliae Ma59 296.7 2 25.0+12.2 b 87.8+3.0° 404

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (T de Student: P < 0.05)

La mortalidad de las ninfas en ambos tratamientos pudo ser causada por inanicion;
la ninfa de D. citri se alimenta de la savia del arbol (Hall et al., 2012), la cual deja de

circular por el brote pocas horas después de haber sido arrancado del &rbol.

Los datos de mortalidad obtenidos en ambos bioensayos (aspersion e inmersion)
se ajustaron al modelo propuesto por Rodriguez-Gémez et al. (2009) obteniéndose
en todos los casos un coeficiente de correlacion (R?) menor a 0.8. También se
calculé la mortalidad corregida (MC) con la formula de Sun-Shepard. La MC
obtenida en el bioensayo por aspersion fue de 11.4%, subestimando los datos
observados. En el caso del bioensayo con brotes de limén mexicano la MC fue del

100 %, en este caso, sobrestimando lo observado.

Contrario a lo reportado en este trabajo, Arredondo-Bernal et. al. (2010) mencionan
que en condiciones de laboratorio utilizando la misma cepa de M. anisopliae
obtienen 90% y 56% de micosis en ninfas y adultos de D. citri respectivamente. Sin
embargo, en el trabajo reportado por estos autores no mencionan la concentracién
de conidios utilizada, lo que podria provocar la diferencia en el porcentaje de

micosis.

Los porcentajes de micosis entre los bioensayos no mostraron diferencia
significativa (P < 0.05). Debido a lo anterior y al porcentaje de mortalidad mostrado
en cada bioensayo, se recomienda realizar futuras evaluaciones utilizando la
técnica por aspersién de plantas de M. paniculata. Sin embargo, es necesario
mejorar la metodologia de evaluacion, con la finalidad de evitar altos porcentajes de

mortalidad.
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7.6. Efectividad de M. anisopliae Ma59 en ninfas de D. citri en campo

En el presente trabajo se realizaron tres evaluaciones en campo para determinar el
efecto de los conidios del hongo entomopatdgeno M. anisopliae Ma59 sobre el PAC,
vector del HLB. La metodologia para la evaluacion se desarroll6 en colaboracion
con personal del Departamento de Hongos Entomopatogenos (DHE) del CNRCB

ubicado en Tecoman, Colima.

Se comparo el porcentaje de conidios germinados antes y después de asperjarse
en cada evaluacién (datos no mostrados) y no se encontré diferencia significativa
(T Student: P < 0.05) entre las medias. Esto indica que la manipulacion de los

conidios desde su traslado del laboratorio hasta su aplicacion, no afecté su calidad.

A continuacién se presenta un resumen de los resultados obtenidos en las tres
evaluaciones en campo realizadas entre el mes de agosto de 2013 y marzo de 2014,
las condiciones climaticas y las particularidades de cada caso.

Tabla 13. Porcentaje de la poblacién de D. citri micosada en las diferentes evaluaciones en campo

Evaluacion Tratamiento Micosis
Ninfas (%) Adultos (%)

Control 002 0102

1 M. anisopliae Ma59 (UAM) 17.8+12.6" 4.845.4 2
Control 002 0x0 2

5 M. anisopliae Ma59 (UAM) 2.3+2.32 1.3+2.12
M. anisopliae Ma59 (CNRCB) 1.7£16%2 2.0+24+2
Control 0x0 @ 0x0 2

3 M. anisopliae Ma59 (UAM) 0.3t+1.12 002
M. anisopliae Ma59 (CNRCB) 1.6x2.7 2 0.6£1.32

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (Tukey: P < 0.05)
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En la Tabla 13 se presentan los porcentajes de la poblacion que desarrollé micosis
cuando se evalué el control, un lote de conidios de M. anisopliae Ma59 producido
en la UAM y un lote de conidios de M. anisopliae Ma59 producido por el DHE-
CNRCB.

En la primera evaluacion se obtuvo el mayor porcentaje de ninfas (17.8%) y adultos
(4.8%) micosados con el tratamiento del hongo entomopatégeno. La poblacion del

control no presentd micosis.

En la segunda evaluacion 3.6% de la poblacion asperjada con el lote de M.
anisopliae Ma59 UAM desarroll6 micosis; de la cual 2.3% se encontraba en estadio
ninfal y 1.3% en estadio adulto. Con el lote producido por el DHE-CNRCB se
observd que 3.7% de la poblacion desarrolld6 micosis. Al realizar la prueba
estadistica correspondiente, no se encontrd diferencia significativa entre la micosis

obtenida en la poblacién asperjada con ambos tratamientos.

En la tercera evaluacion 0.3% de las ninfas asperjadas con el lote de conidios
producido en la UAM desarroll6 micosis. En cambio, los adultos no presentaron
invasion por el hongo. Con el lote producido por el DHE-CNRCB se obtuvo que 2.2%
de la poblacién desarrolld micosis; de la cual 1.6% se encontraba en estadio ninfal
y 0.6% en estadio adulto. Al realizar la prueba estadistica correspondiente, no se
encontré diferencia significativa entre la micosis obtenida en la poblacién asperjada

con ambos tratamientos.

En seguida se describen las condiciones climaticas y las particularidades de cada
evaluacion. En la Tabla 14 se muestra la distribucion de la poblacion de D. citri
presente en la primera evaluacion; estos datos se obtuvieron inmediatamente
después de recolectar los brotes de campo. A pesar de mostrar desviaciones
estandar grandes, la tendencia indica que el mayor porcentaje de la poblacion (83%)
se encontraba en estadio ninfal, presentando mayoria las ninfas vivas. El
parasitismo en las ninfas en esta evaluacion fue del11%, mayor al observado en la

segunda y tercera evaluacion.
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Tabla 14. Distribucion de la poblacién por brote en la lera evaluacién

ninfas adultos
Tratamiento vivas (%) muertas (%) parasitadas (%) vivos (%) muertos (%)
Control 75+27 @ 8+152a 0.6+0.92 12+20 2 3+11 2@
M. anisopliae 64+32 @ 618 2 11+2]1 2 161202 2+3
Ma59

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (T de Student: P < 0.05)

En la Tabla 15 se muestra la distribucion de la poblacién de D. citri presente en la
segunda evaluacion. A pesar de las desviaciones estandar, la tendencia indica que
el mayor porcentaje de la poblacion (82%) se encontré en estadio ninfal. EI control
presenté mayor porcentaje de ninfas vivas en la poblacion; en cambio, en los

tratamientos el mayor porcentaje fue de ninfas muertas.

Tabla 15. Distribucion de la poblacién por brote en la 2da evaluacion

ninfas adultos
Tratamiento vivas (%) muertas (%) parasitadas(%o) vivos (%) muertos (%)
Control 70+£32° 20433 2 1+4 2 7192 0.3+1.32
UAM 19+24 2 59434 @ 372 15+14 2 4+52
CNRCB 8+13 2 59+30 2 5+12a 11+132 164222

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (T de Student: P < 0.05)

En la Tabla 16 se muestra la distribucién de la poblacién de D. citri presente en la
tercera evaluacion. A pesar de las desviaciones estandar, la tendencia indica que el
mayor porcentaje de la poblacion se encontrd en estadio ninfal (91%). En el control
y en el tratamiento de conidios con el lote producido por el DHE-CNRCB el mayor

porcentaje de la poblacion fueron ninfas vivas.

A pesar de que en la segunda y tercera evaluacion el mayor porcentaje de la
poblacién fue conformada por ninfas muertas, no fue determinante para que estas
ninfas desarrollaran micosis. Fue en la primera evaluacion donde se presento el

mayor porcentaje de ninfas vivas y también de ninfas micosadas.
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Tabla 16. Distribucion de la poblacién en la 3era evaluaciéon en campo

ninfas adultos
Tratamiento vivas (%) muertas (%) parasitadas(%o) vivos (%) muertos (%)
Control 89+10° 616 @ 0x0 @ 3152 2122
UAM 40+33 2 50+38 b 0.3x0.82 7+10¢@ 2152
CNRCB 67129 ab 21421 @ 0x0 @ 9+13 @ 1+3 2

Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (Tukey: P < 0.05)

Como se ha mencionado en diferentes secciones de este escrito, la infectividad

causada por los hongos entomopatégenos es un proceso multifactorial. De acuerdo

con la bibliografia consultada y con la experiencia adquirida, se enlistan las posibles

causas de mortalidad de las ninfas de D. citri:

Natural. El insecto se alimenta a través de un estilete por el cual succiona la
savia; si por el brote deja de circular la savia, el insecto muere por inanicion
(Bonami et al., 2010). El insecto puede completar su ciclo biolégico en 14 d
a una temperatura de 28°C (Nava et al., 2007)

Parasitismo. El insecto Tamarixia radiata es el principal parasitoide del PAC.
Esta avispa de un milimetro de longitud es capaz de alimentarse y de
parasitar las ninfas de D. citri (Mellin et al., 2012).

Hongos entomopatdgenos. La concentracion y la viabilidad del patégeno
influye en la infeccion en campo (Alatorre, 2012).

Factores ambientales. El desarrollo de D. citri se ve altamente afectado por
los factores ambientales, en especial la temperatura, humedad vy
precipitacion (Hall et al., 2012; Nava et al., 2007; Tsai et al., 2002)

Otros. En este punto se pueden incluir aquellos factores que no estan
comunmente contemplados en los bioensayos, como la presencia de

plaguicidas, depredadores, entre otros.

Los puntos I, Il y 1ll de la lista hacen referencia a cuestiones biologicas, en cambio

los puntos IV y V involucran cuestiones del entorno en el cual se desarrolla el

insecto.
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En la Tabla 17 se muestra el resumen de los datos climaticos registrados por
estaciones de clima del INIFAP en Colima en las fechas correspondientes para cada

evaluacion.

Tabla 17. Datos del clima durante las tres evaluaciones de campo.

Evaluacion Temperatura promedio Humedad relativa Radiaciéon Solar maxima
(°C) promedio (%) (W/m?)
1 28 85 880
2 25 80 810
3 22 75 850

De acuerdo con lo reportado por Crecy et al. (2009), las cepas de M. anisopliae no
son capaces de crecer en temperaturas mayores a 35°C. Sin embargo, en este
trabajo se presento el mayor porcentaje de micosis de ninfas y adultos en la primera
evaluacion, donde la temperatura méxima registrada fue de 35°C (datos no
mostrados). Durante la primera evaluacion, donde se obtuvo el mayor porcentaje de
micosis, la temperatura promedio fue de 28°C. Esto podria estar relacionado con lo
reportado en este trabajo (véase seccion 7.4.1.), donde se demostro que el Tiag fue

menor cuando esta cepa era incubada a 28°C.

La humedad relativa promedio registrada durante las tres evaluaciones presento
valores aceptables para el desarrollo del hongo. De acuerdo con lo reportado por
Hernandez-Ramirez et al. (2007), se present6é un aumento del 44% en la mortalidad
de los adultos de Periplaneta americana cuando realizaron los bioensayos con
humedad relativa de 85%, comparados con los bioensayos realizados con 50 % de

humedad relativa.

Otro factor importante de la eficacia de una cepa en campo es su resistencia a la
luz UV (Alatorre-Rosas, 2007; Braga et al., 2001), la cual esta relacionada con su
pigmentacion. En el trabajo realizado por Braga et al. (2006) reportaron que una
cepa de M. anisopliae con una pigmentacion verde oscura presentd 60% de mayor

64



Resultados y Discusiones

tolerancia (medida como UFC) comparada con una cepa con una pigmentacion

amarilla después de una exposicion de cuatro horas a radiacién UV-A (320-400 nm).

En la Tabla 18 se hace un resumen de las evaluaciones reportadas por el
SENASICA (2013), donde mencionan que la cepa de M. anisopliae Ma59 ha sido
evaluada en diferentes localidades de la Republica Mexicana. Es relevante resaltar
gue los mayores porcentajes de micosis se obtuvieron en lugares cercanos al Golfo
de México; como el caso de Huejutla, Hidalgo en donde se reporté que 79% de la
poblacion en los brotes presentd micosis. Caso contrario a lo que obtuvieron en los
estados colindantes con el océano Pacifico; por ejemplo, en Michoacan 3% de la
poblacion desarrollé micosis, en Colima 9% y en Oaxaca 35%. La cepa de M.
anisopliae Ma59 fue aislada en el estado de Veracruz, lo que hace suponer que el
porcentaje de infectividad en campo puede estar relacionado con la procedencia del
aislado. Ademas, las condiciones geogréficas y climaticas del Golfo de México y el

océano Pacifico son distintas (Lanza et. al., 2013).

Tabla 18. Evaluaciones realizadas con la cepa de M. anisopliae Ma59 contra D. citri en diferentes localidades

de la Republica Mexicana (SENASICA, 2013)

Municipio Estado Poblacién con Temperatura Humedad relativa
micosis (%) promedio (°C) promedio (%)
Huejutla Hidalgo 79 28 84
Tomatlan Michoacén 3 22 60
Hidalgo Tamaulipas 72 26 81
Tututepec Oaxaca 35 29 82
Tecoman Colima 9 24 85

7.7. Relacion de la infectividad laboratorio-campo

En la Fig. 20 se presenta la micosis obtenida en las diferentes evaluaciones
realizadas en este trabajo. Para explicar la relacion entre los datos de la micosis

obtenida en laboratorio con la obtenida en campo se realiz6 un ANDEVA.
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En ningun caso se obtuvo 50% de micosis en la poblacién evaluada. No existio
diferencia significativa (P < 0.05) entre la micosis obtenida en las evaluaciones
realizadas bajo condiciones controladas, y estos porcentajes solo se relacionan con

la micosis obtenida con el estadio ninfal de la primera evaluacién en campo.
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Fig. 20. Resumen de los datos de porcentaje de la poblacién que desarrollé micosis en las diferentes
evaluaciones. Letras distintas indican que existe diferencia significativa entre las medias (Tukey: P < 0.05)

Todo cientifico al realizar pruebas en laboratorio intenta crear un ambiente
reproducible; sin embargo, en condiciones reales existen muchos factores que no
pueden ser controlados. Los bioensayos son una herramienta Gtil para demostrar la
calidad de un lote de conidios producido, pero no pueden predecir como se

comporta el hongo bajo condiciones reales de campo.
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8. Conclusiones

+ La viabilidad de los conidios de M. anisopliae Ma59 se afectd por el uso de

cloranfenicol.

+ La modificacion de la temperatura de incubacion, humedad en el sustrato y tasa
de aireacion durante el CMS de M. anisopliae Ma59 presenté efecto sobre los

parametros de crecimiento tiempo lag (tiag), tasa maxima de produccion de COz2
(rCOz2), productividad de la mineralizacion del CO2 (PCO2) y en las tasas

especificas de crecimiento ().

« El uso de una tasa de aireacion pequefia (0.1 VKgM) durante el CMS de M.
anisopliae Ma59 en biorreactores tubulares promovidé un menor tiag y una mayor

PCOz2; ademas provocé un crecimiento y una esporulacién homogéneos.

+ Las producciones de conidios de M. anisopliae Ma59 en CMS en diferentes

geometrias de biorreactor fueron estadisticamente iguales.

% La mortalidad de las ninfas durante los bioensayos fue menor cuando se
asperjaron plantas de M. paniculata comparada a la mortalidad obtenida al
sumergir brotes de C. aurantifolia. Sin embargo, la infectividad de los conidios de

M. anisopliae Ma59 sobre ninfas de D. citri fue similar en los dos bioensayos.

% La infectividad de un hongo entomopatégeno bajo condiciones de campo
depende de factores bidticos y abiéticos que dificilmente se pueden controlar, lo
que provoco que la infectividad de M. anisopliae Ma59 sobre D. citri mostrara

patrones distintos en cada evaluacion realizada en campo.
+ La infectividad de M. anisopliae Ma59 sobre D. citri evaluada bajo condiciones

controladas y de campo, fue estadisticamente similar con la primera evaluaciéon

en campo, probablemente por la interaccion de los factores abidticos especificos.
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X/
°e

Perspectivas

Obtener un conservado de mediano plazo de la cepa de M. anisopliae Ma59,
por ejemplo utilizando la técnica de conservacion en agua desionizada, aceite

mineral, silica gel, entre otros.

Reactivar constantemente la cepa de M. anisopliae Ma59 utilizando la técnica

de pase por insecto.

Realizar cinéticas de produccion de conidios utilizando diferentes

biorreactores.

Disefiar o adquirir un equipo extractor de esporas para el arroz colonizado por
hongos entomopatdgenos, con el fin de poder almacenar las esporas sin que

se pierda la viabilidad de las mismas rapidamente.

Mejorar la técnica del bioensayo asperjando plantas de M. paniculata, con la

finalidad de disminuir el porcentaje de mortalidad de las ninfas.

Realizar evaluaciones atacando plagas distintas a D. citri para verificar si el la
infectividad que se obtiene en evaluaciones en campo es similar entre con

distintas plagas.

Realizar pruebas complementarias para evaluar la calidad de los conidios de
M. anisopliae; por ejemplo, evaluar la produccion de proteina Prl,
termotolerancia, resistencia a rayos UV, compatibilidad con insecticidas, entre

otros.
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Glosario

Glosario de términos
Abiotico: que no tiene vida.

Agente de control bioldgico: parasitoide, depredador o patégeno (virus, bacterias,
hongos, nemétodos, protozoarios, protistas, riketsias) que se utiliza para el control
de un organismo nocivo. Para el caso de maleza, un fitofago es un agente de control

bioldgico.

Agricultura organica: sistema de cultivo que no utiliza agroquimicos y privilegia el

control bioldgico y cultural.

Antagonismo: tipo de simbiosis en la que la asociacion de dos especies es

perjudicial para ambas.

Bacteria: microorganismo unicelular procarionte (sin nucleo ni organelos
membranosos) de diversas formas; entre ellas alargada (bacilos), espiral (espirilos),
o esférica (cocos). La asociacién con insectos puede ser saprofita, simbidtica o

patogénica.

Beauvericina: toxina producida por los hongos Beauveria bassiana y Lecanicillium

lecani.

Bioensayo: cualquier método que mida alguna propiedad de un estimulo fisico,
quimico, biolégico o fisioldgico, en términos de respuesta bioldgica de un organismo
de prueba.

Bioinsecticida: insecticida cuyo ingrediente activo es un microorganismo patégeno
0 Su parte activa responsable de la accion toxica. También se utiliza para referirse

a productos de origen vegetal con propiedades insecticidas.
Bidtico: caracteristico de los seres vivos.

Cepa: aislamiento de una especie de microorganismo de caracteristicas conocidas

gue se conserva cultivado en el laboratorio para determinados ensayos.
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Concentracion letal media, CLso: estimador estadistico obtenido a partir del
andlisis Probit, que representa la concentracion de un factor causante del 50% de
la mortalidad en un bioensayo.

Control bioldgico: definicion ecoldgica o funcional: “La accién de parasitoides,
depredadores y patdgenos para mantener la densidad de otros organismos
(huéspedes o presas) a un nivel mas bajo del que ocurriria en su ausencia”.
Definicion disciplinaria: “Estudio, importacion conservacion y aumento de
organismos benéficos para la supresibn de poblaciones de plagas’.
Tradicionalmente, se reconocen tres tipos de control biolégico: clasico, aumento y

conservacion.

Control quimico: control de plagas mediante el uso de sustancias toxicas organicas

(naturales o sintéticas) o inorganicas.

Cuticula: cubierta externa de los insectos de tipo no celular secretada
principalmente por la epidermis. La cuticula esta formada por dos capas diferentes,
una externa y delgada llamada epicuticula, y otra interna y mas gruesa denominada

procuticula.
Densidad: numero de individuos de la misma especie por unidad de superficie.

Dosis letal: cantidad de una sustancia téxica requerida para matar un organismo.
Se refiere por lo general a la cantidad de sustancia téxica requerida para matar el
50% (DLso) o el 90% (DLgo) de la poblacién del organismo.

Destruxinas: hexadepsipéptidos ciclicos producidos por hongo entomopatdégenos
como M. anisopliae. Estan constituidas por cinco aminoacidos y un acido hidroxilico
unidos por enlaces ester y peptidicos. Se sugiere que tienen implicaciones en la

patogenicidad del hongo sobre los insectos.

Entomopatdégeno: microorganismo parasitico (virus, bacterias, hongos,
protozoarios, protistas, riketsias, nematodos) que frecuentemente matan a los

insectos.
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Epicuticula: representa solo un 5% de la cuticula; estd compuesta por ceras y
lipoproteinas (en especial cuticulina). Carece de quitina. Dado que es impermeable,
su funcidn es evitar la pérdida de agua por transpiracion. En general consta de cinco
capas: epicuticula interna, epicuticula externa, capa de polifenoles, capa de cerasy

capa de cemento.

Espora: estructura reproductiva en ciertas bacterias, hongos y protistas, resistente
acondiciones adversas del medio ambiente, la cual se activa bajo condiciones

favorables.

Fungitéxico. Sustancia téxica para hongos impidiendo que estos parasiten otro
organismo Hongo: organismo heterotréfico con nucleo que se reproduce por
esporas; carece de clorofila; se reproduce sexualmente o asexualmente y tiene
estructuras somaticas filamentosas y ramificadas rodeadas por una pared celular

hacha de celulosa, quitina o ambas.

Hospedero: organismo que alberga a otro como parasito o agente infeccioso.
Aunque algunos consideran este concepto como sinénimo de huésped, otros
consideran que “hospedero(a)” debe utilizarse al referirse a plantas y “huésped” a

animales.

In vitro: palabra del latin que significa “en vidrio”. Proceso bioldgico que se

desarrolla en sistemas artificiales (tubos de ensayo, matraces, dieta artificial).

In vivo: palabra del latin que significa “en vivo”. Proceso biolégico que se desarrolla

dentro de organismos Vvivos.
Infeccién: entrada de un organismo patégeno a un huésped susceptible.

Ingenieria genética: rama de la biotecnologia en la que se aplican técnicas y
herramientas para modificar genéticamente un organismo para que adquiera

nuevas funciones.

Insecto: artropodo de la clase Insecta; el estado adulto se caracteriza por tener tres

pares de patas, cuerpo dividido en cabeza, térax y abdomen, y la mayoria de las

87



Glosario

especies con dos pares de alas. Numerosas especies de insectos son parasitoides

0 depredadores de otros insectos.

Manejo integrado de plagas (MIP): conjunto de estrategias sustentables para el
manejo de plagas en las que se integran las herramientas biologicas, culturales,
fisicas y quimicas para minimizar los riesgos econémicos, ambientales y de salud

humana.

Medio de cultivo: composicidon nutritiva empleada para el crecimiento y

multiplicacion de microorganismos.

Micelio: masa de filamentos que forman la parte vegetativa de un hongo.
Micoinsecticida: hongo formulado que se utiliza para el control de insectos.
Micosis: enfermedad causada por hongos.

Micotoxina: substancia toxica producida por un hongo.

Mortalidad aparente: mortalidad que ocurre en una edad especifica (estado,
estadio). Se calcula al dividir el namero de individuos que mueren durante una clase
de edad determinada (dx) sobre el nimero de individuos que habian entrado en esa

clase de edad (Ix).

Mortalidad compensatoria: suma de la mortalidad de un huésped (presa) por la
accion de dos o mas parasitoides (depredadores) en un mismo habitat.

Mortalidad indispensable o irremplazable: parte de la mortalidad generacional
gue no habrian ocurrido si algun factor de mortalidad determinado hubiera sido
removido y después haber permitido la accion de factores de mortalidad
subsecuentes. Es decir es la mortalidad “pura” causada por un factor en una edad
especifica sin el efecto de “dilucidn” que ocasiona otros factores de mortalidad en

edades subsecuentes.
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Mortalidad real: mortalidad que ocurre en una edad especifica (estado, estadio) en
relacion al nimero inicial de individuos de la clase de edad (dx) sobre el nimero de

individuos que iniciaron la generacion.
Muscardina blanca: enfermedad causada por el hongo Beauveria bassiana
Muscardina verde: enfermedad causada por el hongo Metarhizium anisopliae

Ninfa: fases juveniles de desarrollo un insecto, presente en grupos en los que existe

una metamorfosis completa. Se considera una metamorfosis sencilla.

Organismo genéticamente modificado (OGM): organismo cuyo material genético

ha sido alterado por el hombre con algun objeto en patrticular.

Patdgeno: microorganismo capaz de causar una enfermedad a otro organismo.
Patogenicidad: habilidad cualitativa del patégeno para causar enfermedad.
Plaga: organismo que interfiere con las actividades y propositos del hombre.

Plaguicida: sustancia quimica utilizada para eliminar un organismo nocivo y puede
ser insecticida (insectos), fungicida (hongos), bactericida (bacterias), herbicida

(maleza), rodenticida (roedores), nematicida (nematodos) o acaricida (acaros).

Poblacién: organismos de una misma especie que ocupan un area suficiente para
reproducirse y mantener continuidad en el tiempo y que muestran algunas
caracteristicas como crecimiento, dispersion, fluctuacion, distribucién y variabilidad

genética.

Procuticula: forma el 95% del espesor de la cuticula y es la responsable de su
rigidez. Esta compuesta por quitina y diversas proteinas (escleroproteinas). La
quitina es un polisacarido fibrilar, flexible, elastico y permeable, derivado de la N-
acetil-glucosamina. Las escleroproteinas, entre las que destacan la artropodina, la
esclerotina y la resilina, otorgan rigidez a la cuticula. Ademas, la rigidez puede
incrementarse por depositos de sales minerales, basicamente carbonato calcico y

fosfato célcico, que pueden ser muy abundantes en crustaceos
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Resistencia a los insecticidas: facultad de algunas razas o biotipos de insectos
para soportar dosis de insecticidas normalmente letales. Dicha facultad resulta de
la seleccion de individuos tolerantes de una poblacion por la exposicion a los

insecticidas durante varias generaciones.

Resistencia ambiental: suma de todos los factores de mortalidad (abioticos y
bidticos) en el medio ambiente que limitan a un organismo expresar su maxima

capacidad de reproducirse.

Resurgencia de plagas: resurgimiento rapido de una plaga después de una
aplicacion de insecticida, que destruyo también los enemigos naturales que regulan

la plaga.

Taxonomia: teoria y practica de nombrar y describir a los organismos vivos y
proveer de sistemas de clasificacion y calves. Algunos la consideran sinénimo de

sistematica y otros como parte de esta.

Transcriptoma: conjunto de genes que se expresan en un momento dado en una

célula.

Virulencia: capacidad relativa de un microorganismo para causar dafio al huésped

o alguno de sus 6rganos o tejidos.

Virus: microorganismos infeccioso constituido de acidos nucleicos (ADN o ARN) y
proteinas, capaces de crecer y multiplicarse solamente en células vivas y causantes

de enfermedades en plantas y animales.
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