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Resumen

En el afio 2002, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion
(F.A.0.) enfatiz6 la amenaza, a corto y largo plazo, que representa el uso de plaguicidas
quimicos debido al riesgo que implica su uso para el consumidor y el medio ambiente, asi
como los casos de resistencia, cada vez mas frecuentes, que han venido presentando los
insectos plaga hacia éstos. Debido a ello, esta institucion recomendé la reduccién en su uso
y, a su vez, ha venido incentivando el desarrollo y aplicacién de programa de Manejo
Integrado de Plagas (MIP) que incluyen mecanismos de control natural de plagas y cuya
parte central es el control biolégico. Este ultimo se ha definido como el uso de organismos
vivos para el control de insectos plaga e involucra la participacion del ser humano. Los
organismos vivos que son utilizados en el control bioldégico se clasifican principalmente en:
depredadores, parasitos y patdégenos. Dentro de estos Ultimos se encuentran los hongos, de
los cuales se han registrado hasta 750 que son patégenos a insectos (entomopatégenos). En
su mayoria, los hongos entomopatdégenos, pertenecen al orden de los Entomophthorales
(Zygomycota) o son hifomicetos productores de conidios del orden Ascomycota. Las
unidades infectivas de los hongos entomopatégenos son los conidios. A partir de las
caracteristicas de ellos y factores biéticos y abioticos propios del lugar de aplicacion, reside

el éxito de los hongos entomopatdgenos como agentes de control bioldgico.

En el presente estudio se evalu6 el efecto de una atmésfera enriquecida en oxigeno (26%)
para la produccion de conidios de tres de las principales especies de hongos
entomopatégenos: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y dos aislados de lIsaria
fumosorosea (antes Paecilomyces fumosoroseus). Ademas de la produccion, se estudiaron
algunas caracteristicas que determinan la calidad de los conidios (termotolerancia, viabilidad,
bioensayo) producidos en atmoésfera normal (21% de O,) y los obtenidos en atmdsfera

enriquecida con oxigeno (26% de O,).

Para M. anisopliae y uno de los aislados de I. fumosorosea, el tratamiento con 26% de
oxigeno propicié una mayor produccion de conidios respecto al tratamiento con atmadsfera
normal. En contraste, B. bassiana y el otro aislado de I. fumosorosea tuvieron rendimientos
mas bajos en el tratamiento con atmdsfera enriquecida respecto a lo producido con

atmosfera normal.



De acuerdo a los resultados en las pruebas de calidad de los conidios (termotolerancia y
viabilidad), ademas de lo ya establecido en diversos articulos, puede postularse que para los
dos aislados de I. fumosorosea y el aislado de M. anisopliae, una exposicion previa a
condiciones de estrés (oxidativo en el caso de esta investigacion), les confiere a los conidios
producidos en estas condiciones una proteccion cruzada (cross protection) respecto a otras
condiciones de estrés (temperatura, radiacion UV-B) e incrementa un importante factor de
virulencia: la viabilidad. Por lo anterior, se puede establecer la posibilidad de incrementar
algunas caracteristicas deseables en los conidios de hongos entomopatégenos a partir de la
sola exposicion a estrés con la ventaja de no disminuir su virulencia como fue el caso de M.

anisopliae en esta investigacion.
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1. INTRODUCCION

1.1 Control biolégico

El concepto de control biolégico comenz6 a usarse en 1919 por H.S. Smith y significaba el
uso de enemigos naturales (introducidos o locales) para el control de insectos plaga
(Rodriguez del Bosque y Arredondo, 2007). Greathead y Waage (1983) lo definieron como el
uso de microorganismos vivos como agentes para el control de plagas. Sin embargo,
Eilenberg y col. (2001) consideran que no se deben incluir los metabolitos cuando se usan
sin los organismos que los producen. Para Hoffmann y Frodsham (1993) el control biolégico
esta definido como la reduccion de la poblaciébn de agentes causantes de plagas por
enemigos naturales e involucra la participacion del ser humano. Las principales ventajas y

desventajas del control biol6gico se enlistan en la tabla 1.1 (Summy y French, 1988).

Tabla 1.1 Principales ventajas y desventajas en el uso de control biolégico para el combate de plagas.

Control biolégico

Ventajas Desventajas
Efectos colaterales nulos o minimos Ignorancia sobre los principios del método
Casos de resistencia esporadicos Apoyo econémico reducido
Control a largo plazo Escasez de personal especializado

Eliminacion total o parcial del uso de Poca disponibilidad de insumos biolégicos.
insecticidas quimicos

Favorable relacidon costo-beneficio Agentes de control bioldégico susceptibles a
plaguicidas
Evita plagas secundarias Resultados no espectaculares

(desconfianza de agricultores)
Constituye la parte central del manejo Estudios detallados de la relacion agente
integrado de plagas (MIP) bioldgico-insecto y planta hospedera
No provoca intoxicaciones

Las especies de insectos pueden ser eliminadas de manera natural por otros organismos y
factores ambientales sin ninguna intervencion humana, a esto se le conoce como control
natural. Entre los enemigos naturales de los insectos plaga (figura 1.1), también conocidos
como agentes de control biolégico, se incluye a depredadores, parasitos y patogenos (Stehr,
1975, Van den Bosch; 1982; Greathead y Waage, 1983).

e Depredadores: especies de vida libre principalmente que consumen un gran nimero
de presas durante su vida.
e Pardsitos: especies que, en su etapa inmadura, se desarrollan sobre o dentro de un

insecto huésped, ocasionando finalmente la muerte del mismo.
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Patdégenos (entomopatdgenos): organismos causantes de enfermedades dentro de
los que se incluyen bacterias, hongos, virus y nematodos. Ellos matan o debilitan a su
huésped y son, relativamente, especificos para ciertos grupos de insectos.

— RN Sty ..\

Figura 1.1 Enemigos naturales de insectos plaga: depredadores, parasitos y patégenos.

En la actualidad se reconocen tres tipos de control bioldgico: por conservacion, por

introduccion y por incremento (Rodriguez del Bosque y Arredondo, 2007).

Por conservacion: Se enfoca principalmente en la conservacion de los enemigos
naturales nativos de los organismos plaga. Desde luego requiere el conocimiento
preciso del entorno que permita la seleccion adecuada del enemigo natural.

Por introduccion (clasico): Es una estrategia alternativa cuando el control biolégico
por conservacion no es una opcion. En el caso que no se encuentren enemigos
naturales nativos de la plaga, existe la opcion de introducir enemigos naturales
externos. Este tipo de control biol6gico se aplica en muchos casos para el control de
plagas exaéticas.

Por incremento: Este tipo de control biolégico es el adecuado si existe la efectividad
del agente de control biolégico pero el control de la plaga no es el esperado. Su
fundamento reside en aumentar el nimero de agentes de control biolégico. De
acuerdo a Greathead y Weege (1983), para que este tipo de control biol6gico sea una
opcién para los productores, debe ser econdmicamente competitivo con el control

guimico.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion (F.A.O. 2002),

expreso la amenaza a corto y largo plazo que representa el uso de plaguicidas quimicos, en

especial en las naciones en vias de desarrollo, por lo cual recomendo la reduccién en el uso

de éstos motivando el desarrollo y aplicacion de programas de Manejo Integrado de Plagas

(MIP), los cuales incluyen mecanismos de control natural de plagas.
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1.2. Hongos entomopatégenos

En la historia de los hongos entomopatdégenos es importante sefialar algunos momentos
historicos. Segun Tanada y Kaya (1993) desde el siglo VII ya existian reportes en China de
insectos infectados con hongos. En el primer tercio del siglo XIX, Agostino Bassi demostro
que el gusano de la seda era susceptible a infecciones por un hongo entomopatogeno,
posteriormente identificado como Beauveria bassiana. A Luis Pasteur se le acreditd ser el
primero que propuso el uso de los hongos para el control de los insectos plaga. Finalmente,
Elie Metchnikoff (Premio Nobel de Medicina, 1908) fue el primero en desarrollar trabajos con
el hongo Metarhizium anisopliae buscando el control del escarabajo de los cereales Anisoplia
austriaca (Glare, 2004).

Existe una gran variedad de especies de insectos, incluidos muchos de tipo plaga, que son
particularmente susceptibles a infecciones por hongos. De acuerdo a Candas y Bulla (2003)
existen aproximadamente 750 hongos entomopatégenos en 90 especies. La mayoria de
ellos pertenecen ya sea al orden de los Entomophthorales (Zygomycota), o son hifomicetos
productores de conidios del orden Ascomycota. Un factor a tomar en cuenta es que los
hongos se encuentran asociados con insectos que viven en diversos habitats, como el agua
y el suelo; por su particular manera de infeccién, los hongos son los principales
microorganismos que infectan insectos (Carruthers y Hural, 1990). En la tabla 1.2 se
registran algunos de los hospederos naturales de los tres principales géneros de hongos
entomopatégenos usados en la actualidad para el control de insectos plaga como son Isaria

(antes conocido como Paecilomyces), Beauveria y Metarhizium.

Tabla 1.2. Tres de los principales géneros de hongos entomopatégenos usados en la actualidad. Se relacionan algunos
drdenes de insectos que son sus hospederos naturales.

Hongos entomopatégenos
Género Principales hospederos
Metarhizium sp Ortoptera, Coledptera, Isoptera,
Diptera, Hemiptera.
Beauveria sp Homoptera, Lepiddptera, Coledptera.
Isaria sp Lepidoptera, Ortoptera, Colebptera.

1.3. Mecanismo de infeccidon de los hongos entomopatégenos
La invasion del hongo en el insecto hospedero ocurre a través de la cuticula, partes bucales,
membranas intersegmentales o a través de los espiraculos, sitios donde existe alta humedad

lo cual promueve la germinacion de las esporas y permite la penetracion de las hifas (St.
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Leger, 1993). Una de las caracteristicas en el proceso infectivo de los hongos
entomopatégenos es que las unidades infectivas, los conidios, actuan por contacto
adhiriéndose a la superficie de la cuticula del insecto a partir de fuerzas hidrofobicas, lo
anterior es posible debido a la presencia de proteinas ricas en cisteinas conocidas como
hidrofobinas (Charnley, 1997). Para ejemplificar lo anterior se presenta el proceso infectivo
de los hongos entomopatdgenos (figura 1.2), que involucra etapas secuenciales. Primero los
conidios se adhieren a la cuticula del hospedero para después germinar produciendo un
tubo germinativo y un apresorio (estructura de penetracion). La cuticula se rompe por la
combinacion de presibn mecénica y la accion de enzimas degradadoras de cuticula. El
hongo se desarrolla por crecimiento vegetativo en el hemocele para, finalmente, producirse

conidios en la superficie del hospedero muerto.

Epicuticula Apresorio
——

S

‘ Blastosporas
Hemolinfa @

Figura 1.2. Proceso de infeccién de los hongos entomopatégenos (modificado de: Thomas y Read, 2007).

La cuticula del hospedero es la primera linea de defensa contra la infeccién y juega un papel

clave en la especificidad del hongo a utilizar. Para que la infecciobn sea exitosa el hongo
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debe, ademas de degradar la cuticula del hospedero, vencer la respuesta inmune del
insecto, ésta es tanto de tipo humoral como celular. De acuerdo al estudio publicado por
Schmid-Hempel (2005), la respuesta celular en los insectos esta integrada principalmente
por los hemocitos como son las células que liberan fenoloxidasas, plasmatocitos que
fagocitan, lamelocitos que encapsulan y células cristal que se encargan de la melanizacion.
La respuesta inmune de tipo humoral en los insectos estd conformada principalmente por
moléculas circulantes en la hemolinfa. En cuanto la cuticula del insecto se dafia, se activa la
respuesta inmune. Los hongos tienen dos estrategias principales para neutralizar la
respuesta de proteccion del hospedero: 1) El desarrollo de formas de crecimiento criptico
que se enmascaran de manera efectiva ante las respuestas inmunes del insecto y 2)
Producciéon de sustancias inmunomodulantes que suprimen el sistema de defensa del
hospedero (Thomas y Read, 2007).

1.4 Aspectos a resaltar en México

En la actualidad en nuestro pais se han publicado Normas Oficiales que involucran el uso de
hongos entomopatdégenos para el control de diversas plagas. Ejemplo de ello es la Norma
Oficial Mexicana NOM-70-FITO-1995, donde se establecen los lineamientos para el uso de
agentes de control biolégico para el control de organismos potencialmente dafinos. En la
NOM-002-FITO-1995 se establece la campafia contra la broca de café (Hypothenemus
hampei Ferrari) que involucra el uso del hongo Beauveria bassiana. Finalmente, aunque en
el afio 2006 fue cancelada, la NOM-049-FITO-1995 en su apartado de control biolégico
establecia el uso de Paecilomyces sp, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana en el
combate contra la langosta. Recientemente Hernandez y col. (2007) evaluaron el uso de
Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus y Lecanicillium lecanii contra el pulgdn
café de los citricos (Toxoptera citricida Kirkaldy) que es el vector del virus de la tristeza de los

citricos (VTC) que afecta regiones agricolas del sur de México.

En otras regiones del mundo, ya existe una gran cantidad de micoinsecticidas
comercializdndose con gran éxito debido a su bajo o nulo impacto en el medio ambiente, asi
como en organismos no dafinos, ademas de ser una buena opcion en estrategias de Manejo
Integrado de Plagas (Lacey y Goettel, 1995). En nuestro pais, es cada vez mas amplia la
comercializacién y uso de bioinsecticidas basados en hongos entomopatégenos. En la tabla

1.3 se registran algunos ejemplos de ellos.
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Tabla 1.3. Micoinsecticidas comercializados en México de acuerdo a Alatorre-Rosas (2007).

Especie Nombre Huéspedes Empresa/Region
comercial
B. bassiana BEA-SIN Lepidopteros Agrobionsa/Sinaloa
B. bassiana BotaniGard Plagas de Mycotech
invernaderos
B. bassiana Mycotrol Plagas agricolas Mycotech
M. anisopliae FITOSAN Phyllophaga spp. CESAVEG
M. anisopliae SALTGREEN Aneolamia spp. COLPOS-Cordoba
Prosapia
M. anisopliae Biofung Chapulin CESAVEG-
Guanajuato
M. anisopliae Meta-Sin Plagas caseras Agrobionsa-
Sinaloa
M. anisopliae Bio-Blast Termitas- EcoScience
cucarachas
P. fumosoroseus PAESIN Mosquita blanca Agrobionsa-
Sinaloa
L. lecanii APHIN Brevicorine México
brasicae

1.5. Conidios: Importancia de sus caracteristicas en el control biol6gico

En la seccién 1.3 se ha mencionado que la unidad infectiva de los hongos entomopatégenos
son los conidios. Por ello, ha sido primordial en este campo estudiar los mecanismos que
influyen en la produccién y calidad de éstos. De acuerdo a Morton (1961) y Marchant (1984)
no existe un factor universal causante de la esporulacion en los hongos. Sin embargo, se
han propuesto e investigado diversos factores que pudieran impactar en la produccién y
calidad de los conidios producidos por hongos entomopatégenos. La influencia del medio de
cultivo ha sido uno de los factores mas estudiados (Kamp y Bidochka, 2002; Onofre y col.
2001; Tlecuitl-Beristain y col. 2010; Rangel y col. 2006; etc); otros han sido la influencia de la

luz en la produccion de conidios (Sanchez-Murillo y col. 2004; Zhang y col. 2009).

Sin embargo, un factor que ain no se ha estudiado ampliamente es la influencia de un
estado oxidante como la concentracidon de oxigeno en la produccion y calidad de conidios
obtenidos por hongos entomopatégenos. De acuerdo a la investigacion hecha por Aguirre y
col. (2005) las especies reactivas del oxigeno (ERO) como el peréxido de hidrogeno (H,05),
anion superoxido (O,-) y el radical hidroxilo (HO) mas alla de sélo ser sub-productos
dafiinos del metabolismo aerobio, tienen una participacion importante en procesos

fisiologicos, entre los cuales los autores mencionan: a) Aumento de los ERO durante el
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proceso de diferenciacion celular; b) Enzimas que producen ERO, como las NADPH-
oxidasas (NOX); c) El papel que tienen las NOX en procesos de desarrollo y d) La
conservacion de un mecanismo de transduccion de sefales sensibles a ERO. En la misma
investigacion se propone un modelo de regulacién de la diferenciacion celular basado en tres
posibles respuestas ante un estado hiperoxidante (estado celular transitorio en el cual la
generacion de especies reactivas de oxigeno sobrepasa la capacidad antioxidante de la
célula) por el hongo ascomiceto Neurospora crassa: 1) La célula compensa el estado
hiperoxidante con una fuente de poder reductor (nutrientes) regresando a un estado estable;

2) Diferenciacion celular como una forma de aislamiento al oxigeno del entorno y 3) Muerte.

En la investigacion hecha por Lledias y col. (1999) ya se establecia que el oxigeno singulete
tomaba parte en la germinacion de conidios por N. crassa. Una de las primeras
investigaciones acerca de la influencia de la concentracion de oxigeno en la produccién de
conidios por un hongo entomopatdgeno fue hecha por Tlecuitl-Beristain y col. (2010). En tal
investigacion se encontré que la produccién de conidios producidos por Metarhizium
anisopliae en atmoésfera con 26% de oxigeno fue el doble (a las 156 horas) que los
producidos por el mismo hongo en atmdsfera normal, sin modificar su virulencia contra los
adultos de Tenebrio molitor (escarabajo de la harina). Por lo anterior, el estudio de la
influencia de la concentracion de oxigeno en la produccion y calidad de conidios de hongos

entomopatdgenos es un tema a seguir en el campo del control biolégico.

2. ANTECEDENTES

En la blsqueda de mejorar la produccion y calidad de los conidios de hongos
entomopatégenos es importante tener en cuenta factores que influyen en lo anterior. La
comparacion de medios de cultivo en busca de establecer aquel donde se presente la mayor
produccion de conidios por hongos entomopatdgenos, se ha reportado en distintos articulos
(Kamp y Bidochka, 2002; Tlecuitl-Beristain y col. 2010; Onofre y col. 2001; Rodriguez-
GOmez y col. 2009; Rangel y col. 2006; etc.). Las numerosas publicaciones a este respecto
permiten comprender que ésta es una de las vias mas accesibles para conocer el
comportamiento de los hongos entomopatégenos a partir de la variacion en los sustratos
donde se desarrollan y, sin duda, ha ofrecido valiosos datos para el conocimiento de los

mismos.
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El estudio de la influencia de una condicién hiperoxidante (exposicion a atmdsferas con
concentraciones de oxigeno mayores a 21%) como factor para la produccion y calidad de
conidios de hongos entomopatdégenos, no cuenta con mas antecedentes que los trabajos
realizados por Tecuitl-Beristain y col. (2010) y lo reportado por Garza-Lopez y col. (2008). A
pesar de los aln escasos estudios a este respecto, los resultados reportados por el primero,
indican que hay una influencia de la concentracion de oxigeno para la produccién de
conidios por M. anisopliae y, ain mas interesante, no modifica la calidad de los conidios
respecto a su virulencia respecto al insecto plaga Tenebrio molitor. Segun lo reportado por
Garza-Lopez y col. (2008) la mayor produccién de conidios por B. bassiana, creciendo en
granos de arroz, se dio bajo condiciones hiperoxidantes (26% de oxigeno) obteniéndose
hasta un 48% mas respecto a los conidios producidos en atmésfera normal (21% de O,). Por
tanto, de acuerdo a los resultados reportados en los dos trabajos citados, existié una
influencia de la composicién de la atmdsfera en la cual se desarrollaban M. anisopliae y B.
bassiana respecto a la produccion de conidios. Sin embargo, se desconoce aun si esta
respuesta es general para diversos hongos entomopatdégenos o si existen respuestas
diferenciales asociadas a los diversos aislados, incluida la respuesta particular del medio de

cultivo empleado.

Por otro lado, debido a las evidentes limitaciones de las técnicas tradicionales de
clasificacion de los hongos entomopatégenos, es necesario establecer métodos de
identificacion mas confiables. De acuerdo a Pace y col. (1986), el analisis comparativo de la
secuencia genética del ADN ribosomal es una de las herramientas que ofrece la biologia
molecular para establecer las relaciones evolutivas entre un amplio rango taxonémico. Los
genes de ADN ribosomal estdn conformados en regiones adyacentes que incluyen
fragmentos codificantes con un grado elevado de conservacion, asi como regiones
espaciadoras que se caracterizan por su divergencia. Las llamadas secuencias espaciadores
o intertranscripcionales (ITS) asi como el ADN ribosomal fueron utilizadas por Inglis y Tigano
(2006) para establecer las relaciones taxonomicas e identidad de algunos aislados de

Paecilomyces.
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3. JUSTIFICACION

A nivel mundial, el rechazo al uso de plaguicidas quimicos es cada vez mas comun. Sin
embargo, en muchos casos, la falta de una alternativa confiable para el control de plagas ha
permitido que los compuestos quimicos continden siendo, no la mejor, sino tal vez la Unica
opcion para los productores agricolas. De acuerdo a Butt y col. (2001) el maximo potencial
de los agentes de control biolégico no se ha conseguido debido a: 1) La ausencia de
incentivos para desarrollar esta tecnologia; 2) Restriccién en el uso de agentes exoéticos de
control biolégico; 3) Carencia en su reproducibilidad y efecto a nivel campo; 4) Pocos

productores agricolas conocen acerca del uso de agentes de control bioldgico.

A pesar de lo anterior, las desventajas en el uso de plaguicidas quimicos son cada vez mas
evidentes: se incrementa el costo de produccién; las plagas adquieren resistencia a éstos
con mayor frecuencia y la contaminacién al medio ambiente que conlleva el uso de éstos
(Alatorre-Rosas, 2007). Es por ello que el control biolégico significa una de las opciones mas
viables para sustituir las practicas de control de plagas basadas en sustancias quimicas
nocivas en muchos aspectos. El estudio de los hongos entomopatdégenos, agentes de control
biolégico, toma parte en este esfuerzo por eliminar el uso de plaguicidas quimicos. El
conocimiento de éstos permitir4 optar por las mejores alternativas para el control efectivo de

plagas, el mantenimiento del entorno natural y el beneficio a los productores agricolas.
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4. HIPOTESIS

Una concentracién de oxigeno de 26% (estado oxidante) propiciard una mayor produccion

de conidios, sin disminucién en la calidad, por Beauveria bassiana Isaria fumosorosea y

Metarhizium anisopliae.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar la variacién en la produccion y calidad de conidios debido al uso de pulsos con

incremento de oxigeno atmosférico en tres hongos entomopatégenos: Beauveria bassiana,

Isaria fumosorosea y Metarhizium anisopliae.

5.2. Objetivos Particulares

Obtencion de cultivos monospéricos de Isaria fumosorosea CNRCB1 y Metarhizium
anisopliae CP-OAX.

Identificacibn molecular de los aislados de lIsaria fumosorosea provenientes del
Centro Nacional de Referencia de Control Biologico (CNRCB) Colima, México y de la
Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi (ARSEF) en
Ithaca, Nueva York, E.U.A.

Propagar y conservar las cepas a largo plazo.

Cuantificar el efecto del medio de cultivo en la producciéon de conidios para los tres
hongos.

Determinar el efecto en la produccion de conidios por los cuatro hongos
entomopatdgenos en dos diferentes concentraciones de oxigeno (21% y 26%).
Comparar la calidad de los conidios obtenidos en las dos condiciones de atmosferas
de O..
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Microorganismos

El aislado de Metarhizium anisopliae CP-OAX pertenece a la coleccion de hongos del
Colegio de Posgraduados (COLPOS) de Texcoco, México. Beauveria bassiana es una
mutante por exposicion a radiacion ultravioleta obtenida en el laboratorio donde se realizo
esta investigacion y se clasific6 con numero 882.5. El aislado de Isaria fumosorosea
CNRCBL1, se obtuvo del Centro Nacional de Referencia de Control Biologico (CNRCB) en
Colima, México; otro aislado de Isaria fumosorosea provino de Agricultural Research Service
Collection of Entomopathogenic Fungi (ARSEF) con nimero de registro 3302 en lIthaca,
Nueva York, E.U.A.

6.2. Cultivo Monospdrico

Este método se utilizé para la obtencién de cultivos monospéricos tanto de Metarhizium
anisopliae CP-OAX, como de Isaria fumosorosea CNRCB1. Se propag6 el hongo en
matraces de 250 ml con agar Dextrosa Saboraud (Bioxon). Transcurridas dos semanas, se
estandariz6 una suspensién de conidios con una concentracion aproximada de 500
conidios/ml. Se colocaron dos gotas separadas de agarosa (Bio-Rad) al 0.8% sobre
portaobjetos estériles y éstos se colocaron en cajas Petri estériles; se espero a la
solidificacién de la agarosa para adicionar 50uL de la suspension ya mencionada de conidios
(aproximadamente 25 conidios) esparciendo con varilla de vidrio estéril. Se esperaron 15
minutos para permitir la absorcion del inéculo en el agar. Posteriormente, se coloco papel
filtro humedo y estéril dentro de la caja Petri para favorecer la germinacién de los conidios.
Estas cajas se incubaron a una temperatura de 28°C durante 14 horas aproximadamente y
una vez transcurrido este tiempo se localizaron conidios aislados y germinados con ayuda
del microscopio. Una vez elegido el conidio germinado, se corté la zona del agar donde se
encontraba éste con un bisturi estéril colocandose el pedazo de agar cortado en una nueva
caja Petri con medio Dextrosa-Saboraud (Bioxon) incubandose a 28°C hasta su esporulacion
(Cortés-Madrigal, 2003).

6.3. Conservacién de hongos en agua desionizada estéril.
Para todos los hongos estudiados en esta investigacion se siguié la misma metodologia.

Transcurridos 10 dias de crecimiento en medio PDA se colocaron 5 trozos de agar de
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aproximadamente 5 mm? en viales de 10 ml con agua desionizada estéril y éstos llevados a

refrigeracion a una temperatura de 4°C (LOpez-Lastra y col., 2002).

6.4. ldentificacion molecular de los dos aislados de Isaria fumosorosea (CNRCB y
ARSEF 3302).

La identificacion de los dos aislados de I. fumosorosea estudiados en esta investigacion se
hizo con base en la amplificacion de los genes de ADN ribosomal. De acuerdo a Inglis y
Tigano (2006) el amplicon esperado para esta region del ADN en el caso del género
Paecilomyces es de aproximadamente 500pb. A partir de un cultivo en medio liquido, el ADN
fungico se extrajo de acuerdo al protocolo del Kit de Purificacion de ADN (Wizard® Genomic
de Promega: num. cat. A1120). Se utilizaron 4 cebadores ITS1, ITS5, ITS4 e ITS4B (marca
IDT) a partir de los cuales se hicieron 4 combinaciones de cebadores para determinar en
cual de éstas se lograba el amplicén esperado, las combinaciones fueron: ITS1-ITS4, ITS1-
ITS4B, ITS5-ITS4 e ITS5-ITS4B. Las condiciones de PCR fueron (Saiki y col. 1985):
Inicializacién 94°C (1 minuto); Desnaturalizacion 94°C (45 segundos); Alineamiento 55°C (45
segundos); Elongacién 72°C (1 minuto) y Elongacion final 72°C (3 minutos). Los pasos de
desnaturalizacion, alineamiento y elongacién se repitieron 30 ciclos. La electroforesis se
realizé segun la metodologia descrita por Sambrook y Rusell (2001). Las bandas obtenidas
se purificaron de acuerdo a las especificaciones contenidas en el Wizard® PCR Preps DNA
Purification System de PROMEGA. La secuenciacion de las bandas purificadas se realizé en
el laboratorio interdisciplinario de la Universidad Autbnoma Metropolitana unidad Iztapalapa.
La identificacion de las cepas se realiz6 ingresando las secuencias obtenidas al Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) en la pagina electronica de la National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

6.5. Evaluacién de tres medios de cultivo parala produccion de conidios.
6.5.1 Medios de cultivo.

Se evalu6 la produccion de conidios por parte de los cuatro aislados de hongos
entomopatégenos estudiados a partir de tres medios de cultivo: Agar papa-dextrosa PDA
(Bioxon); medio harina de arroz (Har) y medio harina de avena (Hav) cuya composicion fue
para PDA: 39¢g/L; para medio Har: harina de arroz (33.3 g/L), extracto de levadura (0.5 g/L) y

agar bacteriologico (15 g/L); para medio Hav: harina de avena (33.3 g/L), peptona de carne
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(10 g/L, Bioxon) y agar bacteriolégico (15 g/L, Bioxon). El tamafio de particula de las harinas

de avenay de arroz fue no mayor a 0.25 mm.

6.5.2. In6culo.

Se utilizaron botellas serologicas de 125 ml a las cuales se agregaron 10 ml de cada uno de
los medios de cultivo mencionados, cubriéndose con tapones estériles de algodén. El in6culo
en todos los casos tuvo una concentracion de aproximadamente 1 x 10 con (5.76 x 10°
con/cm?) de cada uno de los hongos entomopatdgenos estudiados.

6.5.3. Cuantificacion de la produccion de conidios.

La metodologia para conteo de conidios fue en todos los casos la misma. Se agregaron 20
ml de Tween 80 (0.05%) a cada una de las botellas y se agitaron con ayuda de magneto
durante 10 minutos en parrilla de agitacion. El conteo de conidios se realiz6 con cadmara de
Neubauer (Marienfeld) y microscopio (BOECO). La produccién se reporté en conidios por
cm? de superficie de agar.

6.6. Evaluacion de la produccién y calidad de conidios en atmésferas normal (21% de
0,) y con 26% de oxigeno.

6.6.1. Produccion de conidios en atmosfera normal y atmésfera con 26% de oxigeno.

Para este apartado, los cuatro aislados de hongos entomopatdgenos fueron cultivados en
medio harina de avena. Para ello, se utilizaron botellas seroldgicas con capacidad de 125 ml
a las cuales les fueron agregados 10 ml del medio de cultivo mencionado. En cada periodo
de muestreo tres réplicas fueron evaluadas por cada tratamiento (atmdsfera normal vy
atmaosfera con 26% de oxigeno). La mezcla gaseosa que contenia 26% de oxigeno fue
fabricada por la compafiia PRAXAIR-México. Para el tratamiento con atmésfera normal se
utilizaron tapones de algodon para permitir el intercambio gaseoso. EIl segundo tratamiento
inicio igualmente con atmésfera normal cubriendo las botellas con tapones de algodon para
cambiar la atmésfera a las 60 horas de crecimiento; esto se hizo sustituyendo los tapones de
algoddn por tapones de plastico hermético. Se renové diariamente la atmésfera inyectando
aire a cada botella (flujo de 20 cm® s™) con 26% de oxigeno durante 1 minuto con ayuda de
agujas estériles, una para permitir la salida del aire y otra inyectando nuevo proveniente del
tanque contenedor. La razon por la cual la atmosfera fue modificada a las 60 horas se
fundamenté con base en lo reportado por Braga y col. (1999), Sanchez-Murillo y col. (2004) y

Tecuitl-Beristain y col. (2010); es decir, a este tiempo la producciéon de conidios adn no se
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inicia. Paralelamente se realizé un experimento modificando la atmdsfera a 26% de O, desde
el momento de inoculacion de las botellas (que en lo subsecuente se conocera como tiempo
cero); para este experimento se tomaron solo dos tiempos para el conteo de conidios (132 y
204 horas) debido a que el objetivo del mismo era puramente exploratorio. La metodologia
para el conteo de conidios en ambos tratamientos fue la misma que la referida en la seccién
6.5.3.

6.6.2. Bioensayo

Cria de insectos. El insecto utilizado en esta prueba fue Tenebrio molitor (Coleéptero),
conocido como gusano de la harina. Este insecto se caracteriza por ser una plaga en silos y
molinos de grano (Montoya-Sansoén y col., 2007). Los tres estadios caracteristicos de este
insecto (larva, pupa y adulto) fueron separados en cajas de plastico y mantenidos a
temperatura ambiente. Se les alimentd con una mezcla de avena y salvado de trigo (1:1); se
les suministrd agua con algodones humedecidos (Robledo, 2004). Dos veces por semana se
separaban los estadios que se formaban en cada caja y se les colocaba en la correcta. Lo

anterior fue para evitar un posible canibalismo entre ellos.

Bioensayo. Se selecciond el estadio de larva del insecto T. molitor para esta prueba. Los
conidios obtenidos en ambos tratamientos (atmosfera normal y atmésfera con 26% de O)
fueron cosechados transcurridas 156 horas con Tween 80 (0.05%) y se estandarizaron
soluciones en ambos tratamientos a una concentraciéon de 1 x 10® conidios/ml con ayuda
una camara Neubauer. Se seleccionaron larvas de aproximadamente 2 cm de longitud
separandolas en grupos de 10 en cajas Petri (unidad experimental) teniendo 6 repeticiones
por tratamiento ademas de 4 cajas con 10 larvas para el control negativo. Las larvas para
tratamiento fueron sumergidas durante 15 segundos en 30ml de las suspensiones de
conidios obtenidas (Eken y col., 2006); mientras que las larvas control se sumergieron en
30ml de Tween 80 (0.05%) en el mismo tiempo. A cada caja Petri se agregé alimento estéril
(avena y salvado de trigo 1:1). Las cajas con larvas control y de ambos tratamientos se
colocaron en una caja de plastico transparente con papel filtro himedo y estéril (camara
himeda) y se llevé a incubacién a una temperatura de 28°C con fotoperiodos de
luz:oscuridad de 12 horas. El conteo de larvas muertas se realiz6 diariamente durante 15
dias. Las larvas muertas se separaron de las vivas y se colocaron en una nueva caja Petri
con papel filtro himedo y estéril. Estas cajas se mantuvieron a temperatura ambiente para

promover el crecimiento del hongo entomopatégeno y poder asi confirmar la muerte de las
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larvas por el hongo (micosis) y no por otra causa ajena a la investigacion (Tefera y Pringle,
2003). El parametro TLs, (tiempo en el que se alcanza el 50% de larvas muertas) se calculd
a partir del ajuste de los datos experimentales al modelo propuesto por Rodriguez-Gomez y
col. (2009):

Y= (100-S)e™™™ + S, por lo que
Y=100;si0=st<t,
Donde :
Y: Porcentaje de sobrevivencia a un tiempo t
k: tasa especifica de muerte (d™)
t,: tiempo de retardo para que ocurra la primera muerte (d)
S: Sobrevivientes (%)

6.6.3. Termotolerancia

Esta prueba se realiz6 con modificaciones de acuerdo a lo reportado por Rangel y col.
(2005). Se cosecharon conidios de ambos tratamientos (atmdésfera normal y con 26% de O5)
transcurridas 156 horas con Tween 80 (0.01%); la suspension obtenida se filtr6 con gasa
estéril y se estandarizaron suspensiones a una concentracion final de 1 x 10* con/ml. Un
mililitro de ésta se colocé en tubos de vidrio de 25 ml los cuales se colocaron en gradillas y
puestos en bafio maria a temperaturas de 40 y 45°C (se hicieron duplicados por cada
tiempo). En cada tiempo analizado, los tubos de la muestra correspondiente se agitaron en
vortex y se tomaron 30 pL de cada tubo (aproximadamente 300 conidios) propagandose en
cajas Petri que contenian 20ml de medio Saboraud con 0.5 g/L de desoxicolato de sodio
para obtener crecimientos compactos de las colonias. Las cajas se llevaron a incubacion a
una temperatura de 29°C y se realiz6 el conteo de cada caja transcurridas 72 horas. El

modelo al cual se ajustaron los datos experimentales fue el siguiente:
S=Sy-e™, donde:
S: Viabilidad de los conidios a un tiempo t

S,: Viabilidad inicial (%)
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k: Tasa especifica de decaimiento en la viabilidad (h™)
t: Tiempo (h)

A partir del modelo citado, es posible calcular el pardmetro TSsy que indica el tiempo (h) en el

cual el 50% de los conidios auln estan viables.

6.6.4. Viabilidad

Se cosecharon conidios de tres botellas serodlogicas por separado para ambos tratamientos
transcurridas 156 horas con Tween 80 (0.01%). Se estandarizaron suspensiones a una
concentracion de 1 x 10* con/ml y se agregaron 30 pL (aproximadamente 300 conidios) de
cada una a cajas Petri con medio Sabouraud y 0.5 g/L de desoxicolato de sodio. Las cajas
se incubaron a una temperatura de 29°C y se realizé el conteo de colonias una vez

transcurridas 72 horas.

6.7. Andlisis estadistico

Para la prueba de produccion de conidios en tres medios de cultivo se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) y prueba de comparaciones multiples de Tukey (a=0.05); para la prueba
de viabilidad de los conidios provenientes de ambos tratamientos se utilizé la prueba de t de
Student para comparacién de medias; esta misma prueba se utilizé para comparar los
parametros de virulencia en el bioensayo de M. anisopliae CP-OAX. Para todos los analisis

estadisticos se utilizd el programa SPSS para Windows version 13 (SPSS Inc., Chicago, IL).

29



7. Resultados y discusiones

7.1 Cultivos monospoéricos

Con anterioridad se ha reportado la variacion genética encontrada en cultivos multiespéricos,
lo cual conlleva riesgos en la reproducibilidad de resultados debido a la variacion en las
caracteristicas fisiol6gicas, bioquimicas y genéticas (Estrada y col. 1997). Para cultivos
monosporicos y multiespéricos se han reportado resultados diversos. De acuerdo a Hall
(1980) Verticillium lecanii mantuvo la misma virulencia en cultivos multiesporicos y
monosporicos para Macrosiphoniella sanborni. Estrada-Valencia y col. (1999) determinaron
la produccién de conidios, germinacion y virulencia de Beauveria bassiana comparando
cultivos multiespéricos y monospdricos, sin hallar diferencias significativas entre uno y otro
cultivo para el caso de virulencia sobre Hypothenemus hampei. A pesar que en los reportes
anteriores se determiné que pueden no existir diferencias a considerar para parametros de
importancia en el estudio de hongos entomopatdégenos (casos de V. lecanii y B. bassiana),
sera importante comenzar cualquier investigacion con la certeza de trabajar con un aislado

genéticamente homogéneo y no una diversidad que puede ofrecer resultados falaces.

Debido a lo anterior, se consider6 como una prioridad para el inicio de la presente
investigacion la obtencion de cultivos monospéricos de las cepas de los hongos
entomopatégenos Isaria fumosorosea CNRCB1 y Metarhizium anisopliae CP-OAX. Se
determiné la obtencion de cultivos monosporicos de estos hongos debido a que, a pesar de
conocer su procedencia (Centro Nacional de Control Biolégico-Colima y Colegio de
Posgraduados, respectivamente) era necesario asegurar su pureza. En el caso del hongo
Metarhizium anisopliae fue posible la obtencién de 3 cultivos monospdricos (Figura 7.1) de
los cuales el que se utilizé6 durante la presente investigacion fue el cultivo monospérico
denominado como 5 (CM5). Los cultivos monospoéricos estdn a disposicion para otros

trabajos de investigacion.
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Figura 7.1. Tres cultivos monosporicos de Metarhizium anisopliae CP-OAX creciendo en medio PDA. Se observa
también el control de esterilidad (superior izquierda).

En el caso de Isaria fumosorosea CNRCB1 se obtuvieron 5 cultivos monospdricos,
utilizdndose el denominado como VI para esta investigacion (figura 7.2).

Figura 7.2. Cultivo monospoérico VI de Isaria fumosorosea CNRCB1 creciendo en medio PDA.

Para las dos cepas restantes involucradas en esta investigacion no fue necesaria la
obtencién de cultivos monospdéricos debido a que, en el caso de Isaria fumosorosea ARSEF
3302 ya contaba con un registro de catalogo de esta institucién y los resultados que se
encontraran se reportarian como derivados de este cultivo; para el caso de Beauveria
bassiana 882.5 ya se habia hecho el cultivo monospérico de este aislado en un trabajo

previo (Montesinos-Matias, 2008).

31



7.2 Identificacion molecular de los dos aislados de Isaria fumosorosea

El género Paecilomyces fue clasificado primeramente por Samson (1974) el cual reconocio
31 especies y los dividié en dos grupos principalmente. Dentro del primero, descrito como
Paecilomyces, Samson agrup6 miembros en su mayoria termofilos. En el segundo, llamado
Isarioidea, incluyd mesofilos entre los cuales se encontraban especies entomopatogénicas
como el anteriormente conocido Paecilomyces fumosoroseus (en la actualidad llamado Isaria
fumosorosea). Tal clasificacion hecha por Samson, se basé en caracteristicas morfolégicas
las cuales pueden ser subjetivas ya que dichas diferencias morfol6gicas en muchos casos se
deben a mutaciones, efectos del medio de cultivo o condiciones de cultivo (Inglis y Tigano,
2006).

La amplificacién del ADN ribosomal es en la actualidad uno de los métodos més utilizados
para la identificacion de diversos organismos. En la figura 7.3 se observa la regién a
secuenciar con el método ya mencionado, asi como los cebadores (primers) que pueden ser

utilizados para amplificar dichas regiones.
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Figura 7.3. Esquema de la region objetivo del ADN ribosomal para la amplificacion y secuenciacion para la
identificacion de los dos aislados de Isaria fumosorosea estudiados en esta investigaciéon. Los cebadores marcados
con una estrella fueron usados para este fin. (fuente: www.biomedcentral.com).

La figura 7.4 muestra el gel de PCR donde se incluyeron 4 combinaciones de los cebadores
mencionados (1-4, 1-4B, 5-4 y 5-4B) para establecer con cudl de ellas se obtenia el amplicén

de aproximadamente 500 pb ya reportado en la investigacion de Inglis y Tigano (2006).
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Figura 7.4. Gel de electroforesis de los productos de PCR de Isaria fumosorosea CNRCB1 e Isaria fumosorosea ARSEF
3302. La distribucion de los carriles es como sigue (carril:muestra-cebadores): 1:MPM/ 2:CN/ 3:CNRCB 1-4/ 4:CNRCB 1-
4B/ 5:CNRCB 5-4/ 6:CNRCB 5-4B/ 7:ARSEF 1-4/ 8: ARSEF:1-4B/ 9:ARSEF 5-4/ 10: ARSEF 5-4B. (MPM: Marcador de peso
molecular; CN: Control negativo). La flecha indica el tamafio esperado del amplicén (500 pb).

Se seleccionaron los cebadores ITS1-ITS4 ya que con ellos se obtuvo una sola banda con el
tamafio esperado (500pb) en ambos aislados de Isaria fumosorosea (carriles 3 y 7, figura
7.4). Una vez elegidos los cebadores adecuados para la obtencion del amplicon deseado, se
volvio a realizar el PCR sélo con los cebadores elegidos (figura 7.5.) y asi purificar la banda

obtenida para obtener las respectivas secuencias.
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Figura 7.5. Gel de electroforesis de los productos de PCR de Isaria fumosorosea CNRCB1 (carril 1) e Isaria
fumosorosea ARSEF 3302 (carril 3) con cebadores ITS1 e ITS4. En el carril 2 se observa el marcador de peso molecular
g5711 de 1Kb de PROMEGA®. Se obtuvieron amplicones en ambos aislados de Isaria fumosorosea de
aproximadamente 500pb.

Una vez obtenida la secuencia de los amplicones de ambos aislados de Isaria (seccion de
anexos), ésta se introdujo en el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) en la pagina del
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Para ambas secuencias de los
aislados de Isaria se obtuvo 99% de identidad maxima para Paecilomyces fumosoroseus

(actualmente llamada Isaria fumosorosea) como puede observarse en la figura 7.6.

Sequences producing significant aliguments:
(Click headers to sort colums)

AB263744,1  Paeclomyces Javanicus genes for 185 rANA, putative homing endal

451748, Paeclomyces fumasoroseus strain ARSEF 4484 185 nbasamal RNA
AF4ai747.0 | Paeclomyces fumasaraseus strain ARSEF 4501 185 nbasamal RNA
FFA90131.1  |Tsaria javanica strain CM1 185 ribosomal RNA gene, nartil sequen

Figura 7.6. Resultados del BLAST a partir de la secuencia obtenida del aislado Isaria fumosorosea CNRCB1.

Debido a que se encontré similitud también con un aislado de Paecilomyces javanicus, se
ingresaron al BLAST solo las secuencias de las regiones ITS1 e ITS2 de ambos aislados de

I. fumosorosea encontrandose en ambos casos 99% y 100% de identidad para Isaria
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fumosorosea lo cual permitié incluir los aislamientos estudiados dentro de esta especie
(figura 7.7).

Sequences producing significant alignments;
Accession Description Maxscore  Totalscore  Querycoverage _ Evalue  Maxident Links
FI750877.1 | Isaria sp. Lo 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intermal tre i 22 100% 4a-85 99%
EU533335.1 | lsenia fumosorosea strain CG 684 185 ribosomal RNA gene, partial 2 n 100% 4g-85 99%
EU3333211 | Isania fumosorosea strain CG 170 185 ribosomal RNA gene, partial i 22 100% 4a-85 99%
EU333312.1 | Isenia fumosorosea strain CG 197 185 ribosomal RNA gene, partial 2 n 100% 4g-85 99%
EU333310.1 | Isznia fumosorosea strain CG 123 185 ribosomal RNA gene, partial i 22 100% 4a-85 99%
Sequences producing significant alignments:
Accession Description Maxscore  Totalscore  Query coverage _ E value Maxident Links
FI750877.1  Isaria sp. Lo 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal trs 293 298 100% fe-78 100%
EU353321.1  Isaria fumosorosea strain CG 170 185 ribosomal RNA gene, partial 293 298 100% fe-78 100%
EUS53312.1  Isania fumosorosea strain CG 197 185 ribosomal RNA gene, partial 293 298 100% fe-78 100%
EU553310.1  Isania fumosorosea strain CG 123 185 ribosomal RNA gene, partial 293 298 100% fe-78 100%
EU553304.1  Isania fumosorosea strain CG 637 185 ribosomal RNA gene, partial 293 298 100% fe-78 100%
EU35330L1  Isaria fumosorosea strain CG 499 185 ribosomal RNA gene, partial 298 29 100% be-78 100%

Figura 7.7. Resultados generados al ingresar la secuencia de las regiones intertranscripcionales (ITS) 1y 2 (superior e
inferior respectivamente) de Isaria fumosorosea CNRCB1 y ARSEF 3302 al BLAST.

Ambas secuencias se registraron en los archivos del GenBank de la pagina electrénica del
NCBI (National Center for Biotechnology Information), las cuales se encuentran disponibles
en este banco de datos con numeros de acceso HM209049 para el aislado de Isaria
fumosorosea CNRCB1 y HM209050 para el aislado de Isaria fumosorosea ARSEF 3302
(anexo 12.2).

7.3 Conservacion de cepas a largo plazo

Los resultados del método de conservacion (tabla 7.1) indican que el uso de viales con agua
desionizada estéril mantenidos a 4°C resulté adecuado para M. anisopliae CP-OAX, I.
fumosorosea CNRCB1 y B. bassiana 882.5. Respecto al aislado |. fumosorosea ARSEF
3302 se sugiere otro método de conservacion (liofilizacion, glicerol) debido que, a partir de
los cuatro meses de conservacion, presentd crecimiento pobre, anormal durante la

propagacion de los conservados.
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Tabla 7.1. Viabilidad de los hongos M. anisopliae CP-OAX, I. fumosorosea CNRCB1 y B. bassiana 882.5 conservados en
agua desionizada estéril a 4°C. Para el aislado I. fumosorosea ARSEF 3302 no se presentan datos ya que su
propagacion a partir de los trozos de agar conservados en viales no resulté adecuada.

Hongo entomopatdégeno  Tiempo de evaluacion Viabilidad
Metarhizium anisopliae 6 meses 50%
CP-OAX
Beauveria bassiana 6 meses 48%
882.5
Isaria fumosorosea 2 meses 70%
CNRCB1

7.4 Evaluacion de tres medios de cultivo para la produccién de conidios
Comprendiendo el mecanismo de infeccion de los hongos entomopatégenos se deduce la
importancia de las unidades infectivas de éstos conocidas como conidios. Se han
identificado varios factores que influyen en la produccion de conidios por hongos
entomopatoégenos. Sanchez-Murillo y col. (2004) determinaron el requerimiento de luz para la
produccién de conidios por Isaria fumosorosea, encontrando que no habia produccion de
éstos en cultivos que crecian en completa oscuridad; en la investigaciéon de Zhang y col.
(2009) observaron que Beauveria bassiana, también presentaba un efecto positivo de la luz
para la produccién de conidios. Otro estudio que también determiné el efecto de la luz para
Metarhizium flavoviride, fue el que realizé Onofre y col. (2001). Otra variable que influye en la
produccién de conidios es la proporcion carbono:nitrdgeno. Ejemplo de ello es el estudio
realizado por Vega y col. (2003) que estudiaron la produccion de conidios en medio liquido
por aislados de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseus
(ahora Isaria fumosorosea).

Pero principalmente, el medio de cultivo es uno de los factores que ha sido méas estudiado;
casos diversos de ésto se pueden citar, por ejemplo la evaluacion hecha por Kamp y
Bidochka (2002) con tres hongos entomopatégenos (M. anisopliae, B. bassiana y V. lecanii)
y el efecto de seis diferentes medios de cultivo comerciales para la produccion de conidios.
Dalla Santa y col. (2004) estudiaron la produccion de conidios por B. bassiana utilizando
residuos agro-industriales.

Debido a lo anterior, uno de los primeros objetivos en la evaluacion de los cuatro hongos
entomopatdgenos estudiados en esta investigacion fue partir de tres medios de cultivo
seleccionando aquel en que la produccion de conidios fuera favorecida comparativamente

con los otros dos.
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7.4.1 Medio agar papa dextrosa (PDA)

En la figura 7.8 se observa la diferencia en la produccibn maxima de conidios que se
present6 en el caso de los dos aislados de Isaria fumosorosea en este medio. Mientras el
aislado 1. fumosorosea ARSEF 3302 presentd una produccion méaxima de 3.43 x 10°
con/cm?, el aislado de |. fumosorosea CNRCB1 tuvo una produccion de 1.18 x 10° con/cm?,
lo que significa mas de tres veces lo producido por el aislado ARSEF 3302. Respecto a
Beauveria bassiana la mayor produccién de conidios en este medio se alcanz6 en el dia 14
de crecimiento (2.89x10° con/cm?). En medio PDA, Kamp y Bidochka (2002) encontraron que
Beauveria bassiana produjo mas conidios comparativamente con otros cinco medios de
cultivo comerciales incluidos en su estudio. Estos investigadores reportan que la mayor
produccién de conidios por B. bassiana en este medio fue de 2.18 x 10° con/cm? en la
presente investigacién los valores encontrados fueron similares a lo reportado por estos
autores.

Para Metarhizium anisopliae, la mayor produccién de conidios en este medio se alcanz6 en
el dia 7 (9.94 x10" con/cm?). Al igual que B. bassiana, en la investigacion de Kamp y
Bidochka (2002), M. anisopliae produjo la mayor cantidad de conidios en este medio

teniendo un maximo en uno de los aislados de hasta 1.53 x 10® con/cm?.
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Figura 7.8. Produccion de conidios por centimetro cuadrado en medio de cultivo Agar-papa-dextrosa (PDA) por
Metarhizium anisopliae CP-OAX, Isaria fumosorosea ARSEF 3302, Isaria fumosorosea CNRCB1 y Beauveria bassiana
882.5.
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7.4.2 Medio harina de arroz

El arroz ha sido un sustrato comunmente utilizado en la produccion de conidios de hongos
entomopatogenos. Grimm (2001) menciona un proceso de produccion de conidios en Costa
Rica por los hongos Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana en tres pasos, utilizando
en dos de ellos granos de arroz. Los rendimientos reportados por Grimm en ese estudio
fueron, para B. bassiana de 5 x 10° con/gssi y para M. anisopliae de 8 x 10® con/gssi, donde
gssi refiere gramos de sustrato seco inicial. Otro ejemplo del uso de granos de arroz para la
produccién de conidios son los estudios realizados por Neves y Alves (2000) los cuales
utilizaron dicho sustrato para la seleccion de aislados de B. bassiana y M. anisopliae que
produjeran gran cantidad de conidios. Garza-Lépez y col. (2008) también utilizaron como
sustrato granos de arroz y determinaron la influencia de la concentracion de O, y CO, para la
produccién de conidios por B. bassiana.

Por lo que respecta a esta investigacion, se usé medio basado en harina de arroz en cultivo
superficial. Con excepcién de B. bassiana, en este medio se obtuvieron los menores
rendimientos en produccién de conidios por los hongos entomopatégenos estudiados,
comparando la produccion de cada uno de ellos en los otros medios estudiados. En la figura
7.9 se observan los conidios producidos en este medio hasta el dia catorce de incubacion.
Comparando la produccion de conidios en este medio entre los cuatro hongos
entomopatdgenos se destacan Isaria fumosorosea CNRCB1 y Beauveria bassiana 882.5 con
2.69x10° y 2.93x10° conidios/cm?® respectivamente. Por el contrario, Isaria fumosorosea
ARSEF 3302 y Metarhizium anisopliae CP-OAX fueron los que menor cantidad de conidios
produjeron con 5.86x10’ y 2.80x10’ conidios/cm? respectivamente.
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Figura 7.9. Produccién de conidios por centimetro cuadrado en medio de cultivo harina de arroz por Metarhizium
anisopliae CP-OAX, Isaria fumosorosea ARSEF 3302, Isaria fumosorosea CNRCB-Colima y Beauveria bassiana 882.5.

7.4.3 Medio harina de avena

Este medio de cultivo fue evaluado en un estudio anterior por Tlecuitl-Beristain y col. (2010).
En la citada investigacion, se encontré que la mayor produccion de conidios por M.
anisopliae CP-OAX (mayor a 2.6 x 10" con/cm® se dio en medio harina de avena,
enriquecido con peptona de carne, incrementando hasta un 56% la produccién de conidios
comparado con el medio que contenia sélo harina de avena. Por lo anterior y debido a que el
aislado de M. anisopliae es el mismo en la presente investigacion como en la referida, fue
elegido este medio para ser evaluado en la produccién de conidios.

Para M. anisopliae CP-OAX el medio harina de avena fue donde se encontrd la mayor
produccién de conidios en comparacién con los otros dos estudiados en esta investigacion
(1.87 x 10® con/cm?) (figura 7.10); lo mismo ocurri6 para |. fumosorosea CNRCB1 (3.53 x 10°
con/cm?) y B. bassiana 882.5 (9.52 x 10% con/cm?). La excepcion fue |. fumosorosea ARSEF

ya que la mayor produccién de conidios en este medio fue sélo de 8.68 x 10’ con/cm?.
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Figura 7.10. Produccién de conidios por centimetro cuadrado en medio de cultivo harina de avena por Metarhizium
anisopliae CP-OAX, Isaria fumosorosea ARSEF 3302, Isaria fumosorosea CNRCB1 y Beauveria bassiana 882.5.

7.4.4 Seleccién del medio de cultivo

Para la eleccion del medio de cultivo se considerd la produccion de conidios en los medios
de cultivo PDA, harina de arroz y harina de avena por todos los hongos entomopatégenos
estudiados. A partir del analisis estadistico, el medio harina de avena fue elegido para la
siguiente etapa en la investigacion ya que, aunque no se encontraron diferencias
significativas respecto al medio PDA (Tukey a= 0.05) en |. fumosorosea CNRCB1, M.
anisopliae CP-OAX y B. bassiana 8825, fue en el medio harina de avena donde
numéricamente se observd la mayor produccion de conidios (figura 7.11) por los hongos
entomopatodgenos estudiados con excepcion del aislado |. fumosorosea ARSEF 3302, en el
cual se encontré que el mejor medio respecto a la produccion de conidios fue PDA (Tukey a=
0.05). De acuerdo a lo reportado por Vega y col. (2003), la mayor produccién de conidios en
I. fumosorosea, M. anisopliae y B. bassiana se observo en medios donde la relacién C:N fue
de 10 (la menor estudiada en esa investigacion); de manera similar, Shaukat y col. (2009)
reportaron que |. fumosorosea tuvo una mayor produccién de conidios en un medio con
relacion C:N de 10. En esta investigacion, el medio harina de avena, donde numéricamente
se encontré la mayor produccién de conidios en tres de los cuatro hongos estudiados, tiene
una relacién C:N de 5.73 (Tlecuitl-Beristain y col. 2010) y el medio PDA (el segundo medio

en produccion de conidios en esta investigacion) tiene una relacion C:N de 10. A partir de lo
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anterior se puede establecer que la produccién de conidios por M. anisopliae, |. fumosorosea
y B. bassiana se ve favorecida cuando las relaciones C:N son bajas (<10).
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O fumosorosea ARSEF 3302
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Medio de cultivo

Figura 7.11. Produccion de conidios por |. fumosorosea ARSEF 3302, I. fumosorosea CNRCB1, M. anisopliae CP-OAX y
B. bassiana 882.5 en los medios de cultivo harina de arroz, harina de avena y PDA. Las letras indican el grupo al que
pertenece cada uno de los datos al realizar la prueba de comparaciones multiples de Tukey (a= 0.05).

7.5 Produccion de conidios en medio harina de avena en atmosfera normal (21% de Oy)

y modificada con pulsos de 26% O,

7.5.1 Metarhizium anisopliae CP-OAX

Recientemente, Tlecuitl-Beristain y col. (2010) han publicado el primer trabajo que estudia la
influencia de una mayor concentracion de oxigeno atmésferico (26%) para la produccion de
conidios por M. anisopliae en medio harina de avena. De acuerdo a los autores, a las 156
horas de crecimiento se encontré un incremento en la produccion de conidios por este hongo
(4.25 x 10’ con/cm?) en el tratamiento de atmosfera modificada (26% O,). Este aumento en
el rendimiento represent6 hasta un 100% comparado con la produccién en atmosfera normal
(21% 0O,). En lo correspondiente a esta investigacion se encontr6 un perfil similar a lo
encontrado en el reporte citado. La produccion de conidios por M. anisopliae CP-OAX en

atmoésfera modificada fue mayor de manera constante en comparacion a lo producido en
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atmésfera normal (figura 7.12.). Se encontré la maxima produccion de conidios en ambas
condiciones a las 204 horas. En atmésfera normal se tuvo una produccién de 7.33 x 10’
con/cm?; mientras que en atmoésfera modificada se encontré una produccion de 1.28 x 10°

con/cm?.
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Figura 7.12. Producciéon de conidios por M. anisopliae CP-OAX en medio harina de avena en atmdsfera normal y
atmosfera con 26% de oxigeno. La flecha indica el tiempo en el cual se inici6 el cambio de atmésfera a 26% de oxigeno.

En el caso de la produccion de conidios con atmésfera modificada desde la inoculacion de
las botellas (tiempo cero) se hicieron mediciones de produccién de conidios en dos tiempos
(132 y 204 horas). Tomando los datos encontrados a las 132 horas (figura 7.13)
estadisticamente no hubo diferencias significativas en la produccién de conidios en ninguno
de los tratamientos; mientras que a las 204 horas si se encontraron diferencias significativas
(Tukey a=0.05) entre la produccion de conidios con atmésfera modificada a las 60 horas
(1.28 x 10® con/cm?) y los producidos en atmdsfera normal (7.33 x 10’ con/cm?); mientras
que no hubo diferencias significativas la produccién de conidios en el tratamiento con

atmosfera con 26% O, modificada a las 60 horas y en tiempo cero (9.64 x 10’ con/cm?).
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Figura 7.13. Produccién de conidios por M. anisopliae CP-OAX en atmoésfera normal, atmésfera con 26% de oxigeno
modificada a las 60 horas y desde tiempo cero. El tratamiento atmdsfera modificada con 26% oxigeno en tiempo cero
tuvo dos conteos de conidios (134 y 204 horas).

7.5.2 Isaria fumosorosea CNRCB1

Como se observa en la grafica 7.14, la produccion de conidios en atmdsfera normal fue
significativamente mayor a la produccién con pulsos de atmosfera de 26% de O..
Alcanzando una diferencia de mas del 100% a las 204 horas. De acuerdo a estos resultados,
mientras que la condicion hiperoxidante favorecio la produccion de conidios en M. anisopliae
CP-OAX, comparativamente con lo producido en atmdsfera normal (apartado 7.5.1), para I.
fumosorosea CNRCB1 fue un factor que disminuy6 tal produccion. Lo cual permite
establecer que estos hongos tienen grados de tolerancia y mecanismos de respuesta
distintos a tal condicion.
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Figura 7.14. Produccién de conidios por |. fumosorosea CNRCBL1 cultivado en medio harina de avena en tratamientos
con atmdsfera normal y atmdésfera con 26% de oxigeno. La flecha indica el tiempo en el que fue modificada la
atmosfera.

Tanto a las 132 como a las 204 horas de crecimiento la produccién de conidios (figura 7.15)
en atmésfera normal fue significativamente mayor a la produccién con atmésfera con 26% de

oxigeno modificado a las 60 horas, asi como desde tiempo cero (Tukey a=0.05).
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Figura 7.15. Produccion de conidios por |. fumosorosea CNRCB1 con atmésfera normal y atmésfera con 26% de
oxigeno modificado a las 60 horas y en tiempo cero. El tratamiento atmésfera modificada con 26% de oxigeno desde
tiempo cero tuvo dos conteos de conidios (132 y 204 horas).
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7.5.3 Isaria fumosorosea ARSEF 3302

A diferencia del aislado I. fumosorosea CNRCB1, el proveniente de la coleccion ARSEF
(3302) presentd un perfil donde la maxima produccién de conidios se observd en el
tratamiento con atmdésfera modificada (26% O,). A las 180 horas se dio la mayor diferencia
en produccion de conidios comparando ambos tratamientos ya que, mientras en atmdésfera
normal se alcanzé una cifra de 3.38 x 10’ con/cm?, en atmésfera con 26% de oxigeno se
observd una produccion de 1.69 x 10° con/cm? que significa 5 veces mas conidios

producidos que en atmésfera normal (figura 7.16).
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Figura 7.16. Produccién de conidios por Isaria fumosorosea ARSEF 3302 en medio harina de avena en atmdsfera
normal y atmésfera con 26% de oxigeno. La flecha indica el tiempo en el que fue modificada la atmésfera a 26% de
oxigeno.

Sin embargo, cuando se modificé la atmdsfera a 26% de oxigeno desde el inicio (tiempo
cero) no se encontré una produccion similar a los rendimientos observados con atmésfera
modificada a las 60 horas (figura 7.17). Una hipoétesis que puede explicar lo anterior es que,
a las 60 horas, el micelio es competente al estado oxidante; mientras que, si se enfrenta a
condiciones hiperoxidantes desde el primer momento, es probable que el hongo no tenga la
capacidad de adecuarse a este estado lo que explicaria la disminucion en la produccion de
conidios. De acuerdo al andlisis de comparaciones multiples de Tukey (a=0.05), a las 132
horas la produccion de conidios en atmésfera con 26% de O, modificada a tiempo cero (6.0 x
10° con/cm?) fue significativamente menor a los producidos en atmésfera normal (5.84 x 10’

con/cm?) y atmésfera con 26% de O, modificada a las 60 horas (1.08 x10° con/cm?). A partir
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del andlisis de comparaciones multiples de Tukey (a=0.05), a las 204 horas el tratamiento
con 26% de oxigeno modificado a las 60 horas produjo significativamente la mayor cantidad
de conidios (1.65 x 10° con/cm?); mientras que no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos con atmosfera normal (4.35 x10’ con/cm?) y con 26% de oxigeno
desde tiempo cero (3.17 x10” con/cm?).
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Figura 7.17. Produccion de conidios por I. fumosorosea ARSEF 3302 en tratamientos con atmésfera normal y atmdésfera
con 26% de oxigeno modificado a las 60 horas y en tiempo cero. El tratamiento atmésfera modificada con 26% de
oxigeno en tiempo cero tuvo dos conteos de conidios (132 y 204 horas).

7.5.4 Beauveria bassiana 882.5

El efecto en la produccion de conidios que tiene un incremento en la concentracion de
oxigeno en B. bassiana ya ha sido reportado por Garza-Lopez y col. (2008). S6lo que, a
diferencia de la presente investigacion, el estudio citado utiliz6 granos de arroz como
sustrato. De acuerdo a lo reportado por Garza-Lopez, B. bassiana produjo la mayor cantidad
de conidios en atmosfera con 26% de oxigeno en el octavo dia (1.14 x 10° con/gssi). Lo
anterior resultd contrastante con lo encontrado en esta investigacion; desde luego hay que
considerar que los sustratos fueron diferentes en ambas investigaciones. Como puede
observarse en la figura 7.18, la mayor produccién de conidios por B. bassiana 882.5 se dio
en el tratamiento con atmésfera normal. Mientras que la produccién de conidios en atmoésfera
con 26% de oxigeno apenas logré rebasar la cantidad inoculada, aunque si se observo el
desarrollo de micelio vegetativo en las botellas, por lo cual se evidencid que los conidios
inoculados germinaron, pero la produccion de nuevos conidios fue escasa en este

tratamiento.
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Figura 7.18. Produccion de conidios por Beauveria bassiana 882.5 en medio harina de avena en atmdsfera normal y
atmosfera con 26% de oxigeno. La flecha indica el tiempo en el que fue modificada la atm6sfera a 26% de oxigeno.

Con el tratamiento con 26% de oxigeno desde tiempo cero en ninguno de los tiempos
estudiados (132 y 204 horas) se contabilizé produccién de conidios por B. bassiana (figura
7.19). A partir de estos resultados se evidencia que, B. bassiana 882.5 crecido en medio
harina de avena, es el hongo que resulté mas afectado para la produccion de conidios en

atmosfera con 26% de oxigeno.
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Figura 7.19. Produccién de conidios por Beauveria bassiana 882.5 en tratamientos con atmdésfera normal y atmoésfera
con 26% de oxigeno modificado a las 60 horas y en tiempo cero. El tratamiento atmdésfera con 26% de oxigeno desde
tiempo cero tuvo dos conteos de conidios (132 y 204 horas); sin embargo, en ninguno de los dos tiempos se encontré
produccién de conidios.
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De acuerdo a todo lo anterior, se observaron comportamientos muy diferentes en los hongos
entomopatodgenos estudiados ante un estado hiperoxidante (26% de oxigeno). Los aislados
de Isaria fumosorosea (CNRCB1 y ARSEF 3302), a pesar de su especie comun, mostraron
respuestas diferentes. En lo tocante a M. anisopliae CP-OAX, se confirmé lo reportado por
Tecuitl-Beristain y col. (2010) donde se establece que hubo una mayor produccion de
conidios en el tratamiento con atmdésfera con 26% de oxigeno comparado con lo producido
en atmodsfera normal. Respecto a B. bassiana 882.5 los resultados contrastaron con lo
reportado por Garza-Lopez y col. (2008), ya que en el estudio citado la produccién de
conidios se vio favorecida con el tratamiento con 26% de oxigeno; mientras que en esta
investigacion, en atmésfera con 26% de oxigeno, la produccién de conidios fue notoriamente
escaza. Sin embargo es conveniente establecer que el sustrato utilizado fue diferente, ya
que Garza-Lopez y col. (2008) utilizaron granos de arroz y en la presente investigacion el

sustrato seleccionado fue harina de avena.

7.6 Pruebas de calidad de conidios

7.6.1. Viabilidad

Al aplicar la prueba estadistica t de Student, se encontré que en ambos aislados de I.
fumosorosea (CNRCB1 y ARSEF 3302) y M. anisopliae CP-OAX los conidios provenientes
de atmésfera con 26% de O, resultaron significativamente mas viables respecto a los
conidios producidos en atmdsfera normal; en el caso de B. bassiana se encontré6 que no
habia diferencias significativas en la viabilidad de los conidios provenientes de ambos tipos
de atmoésfera (p>0.05). Safavi y col. (2007) demostraron que los conidios de Beauveria
bassiana producidos en condicion de estrés osmaético (medio con 8% de glucosa, 2% de
peptona y 5.5% de KCI) presentaban un aumento en su tasa de germinacién, del mismo
modo se observé un incremento en la virulencia respecto a conidios provenientes de
condiciones normales. De acuerdo a lo reportado por Shah y col. (2005), los conidios de M.
anisopliae producidos en una condicién de estrés osmoético demostraron una rapida
germinacion respecto a los producidos en condiciones no estresantes. Los autores postulan
gue esta rapida germinacion puede deberse por alto contenido de polioles que tienen los
conidios producidos en condiciones de estrés. Debido a lo anterior y a lo encontrado en esta

investigacion, se puede postular que las condiciones de estrés inducen un aumento en este
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importante factor de virulencia. Los resultados de la prueba de viabilidad de los hongos
entomopatogenos estudiados en esta investigacion se presentan en la tabla 7.2.

Tabla 7.2. Viabilidad de los conidios producidos en atmdésfera normal y atmdésfera con 26% de O, de los cuatro hongos
entomopatdgenos estudiados en esta investigacion.

Hongo Atmoésfera Viabilidad (%)
entomopatdgeno

Metarhizium anisopliae Normal 37.2 (¥5.70)

CP-OAX 26% O, 56.5 (+2.81)
Beauveria bassiana Normal 66.9 (£10.31)
882.5 26% O, 66.1 (+12.06)

Isaria fumosorosea Normal 16.5 (4.62)

CNRCB1

26% O 69.4 (£7.57)

Isaria fumosorosea Normal 29.9 (£2.63)
ARSEF 3302 26% O, 76.8 (£10.67)

7.6.2 Bioensayo

Los pardmetros de virulencia obtenidos en el bioensayo para M. anisopliae CP-OAX de
ambos tratamientos se describen en la Tabla 7.3 (graficas en anexos). Al aplicar la prueba
estadistica de comparacion de medias (t de Student), no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los pardmetros de virulencia (p>0.05). A partir de esto, se
establece que los conidios de M. anisopliae CP-OAX provenientes de atmdsfera con 26% de

O, no disminuyeron su virulencia respecto a los cosechados en atmosfera normal.
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Tabla 7.3. Parametros de virulencia de M. anisopliae CP-OAX. Porcentaje de sobrevivientes al final del ensayo: Sf (%);
tiempo de retardo (dias): to; tiempo en el que la mitad de la poblacién muere: TLs, (dias); tasa especifica de muerte: k
(). Seincluyen las desviaciones estandar.

Metarhizium anisopliae CP-OAX

Atmosfera normal Atmésfera 26% Oxigeno
%Sf: 13.97 (£10.39) %Sf: 11.45 (£15.71)

to: 7.4 (d) (¥2.19) to: 8.77 (d) (£1.74)
TLso: 10.26 (d) (¥2.09) TLso: 10.86 (d) (+1.32)
k: 0.456 (d) (x0.27) k: 0.463 (d™) (+0.25)

Se comprobé la muerte de las larvas por micosis (figura 7.20). Para B. bassiana 882.5,
debido a la produccion de conidios tan baja en atmdésfera con 26% de oxigeno, no fue
posible hacer un comparativo en la calidad de los conidios para esta prueba. En el caso de
los dos aislados de I. fumosorosea (ARSEF 3302 y CNRCB1), el insecto Tenebrio molitor
(hospedero) no fue adecuado para realizar el bioensayo ya que no se encontré mortalidad

después de 12 dias.

Figura 7.20. La micosis presente en larvas de Tenebrio molitor permite confirmar que su muerte fue causada por el
hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae CP-OAX.

7.6.3 Termotolerancia

Entre los principales factores abiéticos que influyen en el éxito o fracaso de los hongos
entomopatdgenos en campo estan la temperatura, la humedad relativa (Magan, 1997) y la
resistencia a la radiacion UV-B (Braga y col., 2001). Desde el estudio realizado por Cooney y
Emerson (1964) se evidencié que la mayoria de hongos entompatdgenos son mesofilicos,
con un rango de temperatura de crecimiento que va de 10 a 40°C, siendo el 6ptimo entre 25
y 35°C. De acuerdo a Cochrane (1958) existe un punto de muerte térmica que se define
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como “la minima temperatura a la cual los conidios mueren en diez minutos”; para M.
anisopliae se ha establecido este punto en un amplio rango que va de 49-60°C (Benz, 1987;
Liu y col., 2003). Tal variabilidad se puede deber, entre otros factores, al aislado estudiado,
asi como a las condiciones y medio de cultivo del cual se obtienen los conidios.

Por lo anterior, es importante establecer la resistencia de los conidios producidos por los
hongos entomopatégenos a temperaturas no éptimas como una prueba de calidad muy

importante.

7.6.2.1 Metarhizium anisopliae CP-OAX.

Esta especie se ha caracterizado por ser un organismo que tiene una temperatura limite de
crecimiento micelial entre 35-40°C (Thomas y Jenkins, 1997). En la presente investigacion se
encontré que a 40°C el parametro cinético TSs, (Que, como se indico en la seccidén 6.6.3 es
el tiempo en el que el 50% de los conidios aun son viables), de acuerdo a los datos
experimentales ajustados al modelo, fue de 46.34 horas en los conidios provenientes de
atmaosfera con 26% de O,; mientras que para los conidios obtenidos en atmaosfera normal, el
valor para este mismo parametro fue de 33.7 horas. A partir de lo anterior se puede postular
que, los conidios provenientes de condiciones hiperoxidantes resultan mas termotolerantes
que aquellos producidos en condiciones normales (figura 7.21).

A una temperatura de 45°C, los valores de TSs, disminuyeron notablemente para los
conidios provenientes de ambos tratamientos ya que, mientras para los conidios
provenientes de atmoésfera normal fue de 0.75 horas, para aquellos obtenidos en atmdésfera
con 26% de oxigeno fue de 0.85 horas. Lo anterior indica que 45°C es una temperatura limite

para la viabilidad de los conidios de este hongo (figura 7.22)
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Figura 7.21. Viabilidad a 40°C de los conidios producidos por M. anisopliae CP-OAX en los tratamientos con atmdsfera
normal y atmdésfera con 26% de oxigeno. Se presentan los datos ajustados a los modelos propuestos: atmoésfera

normal () y atmoésfera con 26% de O (---).
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Figura 7.22. Viabilidad a 45°C de los conidios producidos por M. anisopliae CP-OAX en los tratamientos con atmdsfera

normal y atmosfera con 26% de oxigeno. Se presentan los datos ajustados a los modelos propuestos: atmoésfera
normal () y atmoésfera con 26% de O2 (---).

7.6.2.2. Beauveria bassiana 882.5

En la investigacion realizada por Fargues y col. (1997) se establece que este hongo

entomopatdgeno tiene un amplio rango de temperatura para su crecimiento que va de los 8 a

los 35°C. Aunque debe considerarse que los conidios toleran temperaturas mayores que el

micelio, debido principalmente a que: a) cuentan con gran cantidad de acidos grasos
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saturados que disminuyen la permeabilidad de la membrana celular (Crisan, 1973; Pupin y
col., 2000); b) tienen elevadas cantidades de trehalosa y manitol que sirven como proteccién
contra la desnaturalizacion de proteinas y membranas (Thevelein, 1984; Rangel y col.,
2006). De acuerdo a Liu y col. (2003) la temperatura a la cual sucede la muerte térmica de
conidios de B. bassiana es de 45°C después de 10 minutos; aunque de acuerdo al estudio
de Varela y Morales (1996) se encontré una temperatura de muerte térmica para los conidios
de este hongo de hasta 55°C.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacién, los conidios de B.
bassiana 882.5 obtenidos en atmésfera normal tuvieron un valor mayor de TSso (8.45 horas)
que los conidios cosechados en atmdsfera con 26% de O, (2.19 horas). Por los datos
obtenidos, para B. bassiana una mayor concentracibn de oxigeno ocasiond una menor
cantidad en la produccién de conidios (seccién 7.5.4) y éstos fueron menos tolerantes a una
temperatura de 40°C comparados con los conidios provenientes de atmdsfera normal (figura
7.23). A 45°C la viabilidad de los conidios de B. bassiana 882.5 disminuy6
considerablemente a través del tiempo (figura 7.24). Para los conidios obtenidos en
atmaosfera normal, el valor de TSs, fue de 0.61 horas; mientras que los conidios provenientes
de atmadsfera con 26% de O, fue de 0.32 horas. Es de hacer notar que, aunque en esta
temperatura los valores de TSs, disminuyeron, se conservd una mayor resistencia de los
conidios producidos en atmésfera normal comparativamente con los obtenidos en atmdsfera
26% de O,.
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Figura 7.23. Viabilidad a 40°C de los conidios producidos por B. bassiana 882.5 en los tratamientos con atmdsfera

normal y atmdsfera con 26% de oxigeno. Se presentan los datos ajustados a los modelos propuestos: atmoésfera
normal (---) y atmésfera con 26% de O; (---).
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Figura 7.24. Viabilidad a 45°C de los conidios producidos por B. bassiana 882.5 en los tratamientos con atmésfera

normal y atmésfera con 26% de oxigeno. Se presentan los datos ajustados a los modelos propuestos: atmdésfera
normal (----) y atmésfera con 26% de O2 (---).

7.6.2.3. Isaria fumosorosea CNRCB1 y ARSEF 3302.

En esta investigacion, ambos aislados de |. fumosorosea presentaron los menores valores de

TSso a 40°C. En el caso del aislado CNRCB1 (figura 7.25),

el valor de este parametro

cinético a partir de conidios obtenidos en el tratamiento con 26% de O, fue de 1.6 horas;

mientras que para los conidios obtenidos de atmosfera normal presenté un valor de 0.55
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horas. Aunque la produccién de conidios de este hongo con atmosfera con 26% de O, fue
menor a los obtenidos en atmdsfera normal (seccion 7.5.2), la termotolerancia de los
primeros fue mayor respecto a los segundos. Respecto al aislado de I. fumosorosea ARSEF
3302, a una temperatura de 40°C se encontr6 que los conidios obtenidos a partir del
tratamiento con atmésfera de 26% de O, tuvieron un valor de TSs, de 0.7 horas; mientras
que los provenientes de atmoésfera normal no se encontrd crecimiento desde el primer tiempo
de la cinética (figura 7.26). A 45°C los conidios de ambos aislados de |. fumosorosea no
presentaron viabilidad desde la primera hora en ninguno de los tratamientos.
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Figura 7.25. Viabilidad a 40°C de los conidios producidos por I. fumosorosea CNRCB1 en los tratamientos con

atmoésfera normal y atmdésfera con 26% de oxigeno. Se presentan los datos ajustados a los modelos propuestos:
atmosfera normal (---) y atmésfera con 26% de 02 (---).
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Figura 7.26. Viabilidad a 40°C de los conidios producidos por I. fumosorosea ARSEF 3302 en el tratamiento con

atmosfera con 26% de O,. Se presentan los datos ajustados al modelo propuestos para atmosfera 26% de O; (...). Los
conidios producidos en atmésfera normal no presentaron viabilidad desde la primera hora.

En la tabla 7.4. se resumen los parametros cinéticos TSs, y k de los cuatro hongos
estudiados, asi como el coeficiente de determinacion (r?) que indica el grado de ajuste de los

datos experimentales con el modelo propuesto que se presenté al inici6 de esta seccién
(7.6.2).
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Tabla 7.4. Parametros cinéticos obtenidos a partir de la prueba de termotolerancia para M. anisopliae CP-OAX, B. bassiana 882.5, |. fumosorosea CNRCBL1 e |.

fumosorosea ARSEF 3302*.

Hongo Temperatura Atmosfera Parametros Coeficiente de
entomopatogeno Cinéticos determinacion
Metarhizium 40°C Normal k:-0.021 h™ /TSs0:33.70 h 0.968
anisopliae =
CP-OAX 26% 0, k:-0.015 h™ /TSs: 46.34 h 0.965
45°C Normal k:-0.923 h™ /TSge: 0.75h 0.989
26% O, k:-0.828 h™* /TSs,: 0.85h 0.991
40°C Normal k:-0.082h™ /TSsy: 8.45h 0.992
Beauveria bassiana
882.5 26% 0, k:-0.317 h™ /TSsy: 2.19h 0.978
45°C Normal k:-1.143 h™ /TSsy: 0.61h 0.992
26% 0, k:-2.192 h™ /TSs: 0.32h 0.999
Isaria fumosorosea 40°C Normal k:-0.612 h™ /TSsy: 0.55h 0.981
CNRCB1
26% O, k:-0.340 h™ /TSs: 1.60 h 0.966
Isaria fumosorosea 40°C Normal N.D. / N.D.
ARSEF 3302
26% O, k:-0.993 h™* /TSg: 0.70h 0.982

*Se indican los parametros cinéticos y el coeficiente de correlacion en cada tratamiento. Ninguno de los conidios de los aislados de |. fumosorosea presentd
viabilidad a 45°C desde la primera hora. El parametro k es la tasa de decaimiento en la viabilidad de los conidios (h™): el parametro TS indica el tiempo (h) en el cual
el 50% de los conidios se encuentran viables. N.D.: No se determiné porque los conidios no lograron sobrevivir desde el primer tiempo de muestreo.
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Los datos registrados en la tabla 7.3 muestran que, M. anisopliae CP-OAX tuvo el mayor
valor del parametro TSg, a 40°C respecto a los demés hongos entomopatdgenos estudiados.
Para este hongo, los conidios obtenidos en atmdésfera hiperoxidante presentaron un mayor
valor de TSs, (46.34 h) que la registrada por los provenientes de atmaosfera normal (33.7 h).
En contraste, también a 40°C, B. bassiana 882.5 tuvo un valor de TSs, casi cuatro veces
mayor en el tratamiento de atmosfera normal (8.45 h) que el encontrado en atmosfera
hiperoxidante (2.19 h). Resulta oportuno recordar que ambos hongos también presentaron
respuestas distintas en la produccién de conidios en los dos tratamientos de concentracion
de oxigeno (secciones 7.5.1. y 7.5.4.).

En el caso de los dos aislados de |. fumosorosea la prueba mostré su baja tolerancia a las
altas temperaturas. Desde 40°C el parametro cinético TSs, de estos aislados obtenido del
tratamiento atmadsfera normal fue menor comparado con los valores de M. anisopliae CP-
OAX y B. bassiana 882.5. Sin embargo, cabe resaltar que en el caso de |. fumosorosea
CNRCBL1 el valor de TSg, obtenido en atmésfera hiperoxidante fue casi tres veces mayor al
mismo parametro registrado en atmdésfera normal.

A 45°C, los valores de TSso en M. anisopliae CP-OAX fueron muy parecidos con conidios
obtenidos de atmésfera normal (0.75 h) y los provenientes del tratamiento de atmdsfera con
26% de oxigeno (0.85 h). Para B. bassiana 882.5 si se evidencié una diferencia en este
pardmetro ya que, mientras que en el tratamiento con atmdsfera normal el valor de TSs
resulté de 0.61 horas, este mismo parametro en atmdosfera hiperoxidante tuvo un valor de
0.32 horas, lo que significa casi el 50% de disminucién en la viabilidad de los conidios en
este ultimo tratamiento.

Los resultados obtenidos a partir de esta prueba, dan pauta para un estudio mas profundo
acerca de la naturaleza diversa de los hongos estudiados; incluyendo los dos aislados de
Isaria fumosorosea que mostraron respuestas distintas entre si. De acuerdo al estudio de
Rangel y col. (2005), el 65% de los aislados de M. anisopliae que mostraron tolerancia a la
temperatura, tuvieron igualmente tolerancia a radiaciones UV. En otro estudio hecho por
Bidochka y col. (2001) se establece que, aproximadamente el 90% de los aislados de M.
anisopliae resistentes al calor fueron igualmente resistentes a radiaciones UV. Por ello, en el
ya citado estudio de Rangel y col. (2005), los autores establecieron que los aislados
provenientes de regiones cercanas al ecuador terrestre presentaron mayor resistencia al
calor y a la radiacion UV-B comparados con los provenientes de latitudes septentrionales.

Debido a lo anterior, la regién geografica donde son aislados los hongos entomopatégenos
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puede, de manera tentativa, ofrecer caracteristicas a esperar en los aislados en cuanto a su
termotolerancia y resistencia a la radiaciéon UV factores que, como ya ha sido establecido,
inciden en el éxito de éstos como agentes de control biolégico.

59



8. Resumen de resultados.

Fue posible la obtencion de tres cultivos monospéricos de Metarhizium anisopliae CP-OAX;
mientras que de lIsaria fumosorosea CNRCB1 se obtuvieron 5 cultivos monospoéricos.
Aunque en la presente investigacion solamente se estudio uno de cada aislado, se considero
importante conservar los demas cultivos monospodricos obtenidos para futuras

investigaciones.

Se logré confirmar la identidad de los aislados de Isaria fumosorosea (CNRCB1 y ARSEF
3302) con un 99% de identidad maxima. Ademas, se ingresaron las secuencias encontradas
en cada unos de éstos en la base de datos del GenBank para tener una referencia en
posteriores investigaciones que involucren a los mismos. Debido a las diferencias
encontradas en ambos aislados en la presente investigacion, tanto en la produccién de
conidios en los tres medios de cultivo, como en la produccion de conidios en atmadsfera con
26% de oxigeno, resultdé importante la confirmaciébn de la identidad de ambos
microorganismos y, a partir de lo anterior, poder teorizar acerca de las diferencias que

pueden darse entre aislados de una misma especie.

El método de conservacion elegido en esta investigacion (viales con agua desionizada estéril
almacenados a una temperatura de 4°C) fue adecuado para tres de los cuatro hongos
entomopatoégenos (M. anisopliae CP-OAX, |. fumosorosea CNRCBL1 y B. bassiana 882.5), lo
cual se sustenta en el mantenimiento de la viabilidad de los mismos a los 6 (M. anisopliae y
B. bassiana) y 2 meses (I. fumosorosea CNRCB1). Para Isaria fumosorosea ARSEF 3302 no
se encontrd que éste fuese un método adecuado para su conservacion ya que el crecimiento
de este hongo, a partir de los trozos de agar conservados, fue deficiente a partir de los
cuatro meses de conservacion. Lo anterior, aunque no es un pardmetro numeérico, se

evidencié por cambios en su morfologia y capacidad de crecimiento.

Por primera vez fue evaluado el medio de cultivo con harina de arroz. Aunque la produccién
de conidios en este medio no fue la que se esperaba por ser el arroz un sustrato muy usado
para este fin. El medio harina de avena fue el que sobresalié para la produccién de conidios
por tres de los cuatro hongos estudiados, con excepcion de |. fumosorosea ARSEF 3302

(PDA). Tomando en cuenta el promedio de produccion de conidios de cada uno de los
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hongos en medio harina de avena, comparado con el segundo mejor medio para este fin
(PDA) para |I. fumosorosea CNRCBL1 la diferencia fue 3 veces mayor; para B. bassiana 885.2
la diferencia fue mayor en 3.2 veces; mientras que para M. anisopliae CP-OAX fue de casi el
doble.

El tratamiento de atmdésfera con 26% de oxigeno para la produccion de conidios evidencio
distintos comportamientos a ésta por los cuatro hongos entomopatdégenos estudiados. Para
M. anisopliae CP-OAX la produccion de conidios aument6 en esta condicion hasta alcanzar
un 75% mas que lo producido en atmésfera normal a las 204 horas. En contraste, para B.
bassiana la produccion de conidios en la condicion hiperoxidante tuvo un maximo de sélo
7.91 x 10° con/cm? (156 horas) y, mas ain, no se encontré produccién de conidios en el
tratamiento de atmosfera con 26% de oxigeno desde tiempo cero. En el caso de los dos
aislados de I. fumosorosea, el aislado CNRCB1 disminuyd la produccién de conidios en
atmaosfera con 26% de oxigeno comparado con lo obtenido en atmésfera normal (hasta 3.4
veces menos a las 204 horas). Por el contrario, el aislado ARSEF 3302 produjo mas conidios
en la condicién hiperoxidante comparado con lo producido en la atmdsfera normal (5 veces
mas a las 180 horas). Fue de interés, para futuros estudios, encontrar las diferencias citadas
tanto en aislados de diferentes especies (M. anisopliae y B. bassiana) como en aislados de
la misma especie (I. fumosorosea CNRCB1 y ARSEF 3302).

El porcentaje de viabilidad de los conidios provenientes de atmésfera con 26% de O, fue
mayor que los producidos en atmésfera normal en |. fumosorosea CNRCB1, |. fumosorosea
ARSEF 3302 y M. anisopliae CP-OAX. En el caso de B. bassiana 882.5 no se encontro

diferencia en la viabilidad de los conidios producidos en ambos tratamientos.

En la prueba de bioensayo para M. anisopliae CP-OAX se encontré que los parametros de
virulencia, obtenidos a partir de los conidios provenientes de atmosfera con 26% de O,
fueron similares a los obtenidos a partir de los conidios provenientes de atmosfera normal.
En el caso de B. bassiana 882.5, debido a la escasa produccion de conidios en el
tratamiento con 26% de oxigeno (promedio méaximo de 7.91 x 10° con/cm?), no fue posible
realizar esta prueba ya que la metodologia establece una concentracion de 1 x 10° con/ml.

En el caso de los aislados de Isaria fumosorosea (CNRCB1 y ARSEF 3302) el insecto
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Tenebrio molitor no resulté un hospedero adecuado para realizar esta prueba. Sin embargo,

se compard otra variable de importancia en campo como es la termotolerancia y viabilidad.

A partir de los resultados obtenidos en la prueba de termotolerancia, se confirmé la
resistencia caracteristica de la especie M. anisopliae a temperaturas de 40°C o mayores
(Hallsworth y Magan, 1999; Rangel y col. 2005). El aislado CP-OAX alcanz6, en ambos
tratamientos, los maximos valores en el parametro cinético TS, de los cuatro hongos
estudiados a 40°C. En este hongo, el TS5y obtenido en atmdsfera hiperoxidante resulté
mayor que el registrado en atmésfera normal (mas del 30%). A 40°C, salvo B. bassiana
882.5, los valores TSs, de los conidios producidos en atmosfera con 26% de oxigeno fueron
mayores que los obtenidos en atmésfera normal. Esta particularidad en B. bassiana, ademas
de la no produccién de conidios en atmdsfera con 26% de oxigeno desde tiempo cero,
permiten establecer otras perspectivas para el estudio de este aislado. Es decir, encontrar

respuestas a su alta sensibilidad ante una atmdésfera hiperoxidante.

A temperatura de 45°C, los valores de TSsq de M. anisopliae en ambos tratamientos fueron
muy parecidos (0.75 h atmésfera normal y 0.85 h atmésfera 26% O,). Para B. bassiana se
repitié lo visto a 40°C, el valor de TSs, en atmésfera normal fue mayor (8.45 h) al obtenido en
atmaosfera con 26% de oxigeno (2.19 h).
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9. Conclusiones

- El método de conservacion a partir de viales con agua desionizada resulté adecuado para
M. anisopliae CP-OAX, |. fumosorosea CNRCB1 y B. bassiana 882.5. Se sugiere otro
método de conservacion para |. fumosorosea ARSEF 3302.

La mayor produccion de conidios por M. anisopliae CP-OAX, I. fumosorosea CNRCB1 y B.
bassiana se dio con el medio harina de avena. Mientras que la mayor produccion de conidios
por |. fumosorosea ARSEF 3302 se observo en medio PDA.

- La respuesta ante estados hiperoxidantes (atmdsfera con 26% de O,) por los hongos
estudiados fue diversa. Mientras que para |. fumosorosea ARSEF 3302 y M. anisopliae CP-
OAX se favorecié la produccion de conidios. En el caso de I. fumosorosea CNRCBL1,
disminuyd la produccion de conidios en esta condicion respecto a la atmosfera normal. El
caso extremo se dio con B. bassiana 882.5 cuya limitada tolerancia al estado oxidante inhibe
la produccion de conidios.

- La viabilidad de los conidios cosechados en atmésfera con 26% de O, fue mayor respecto a
los provenientes de atmdésfera normal en el caso de ambos aislados de |. fumosorosea
(CNRCB1 y ARSEF 3302) y M. anisopliae CP-OAX. Para B. bassiana 882.5 no hubo
diferencias entre los conidios obtenidos de ambos tratamientos. Este es otro resultado que
mostroé la respuesta diferencial entre los hongos estudiados.

- La prueba de bioensayo s6lo pudo realizarse para M. anisopliae CP-OAX debido a que B.
bassiana 882.5 present6 una baja produccién de conidios en atmdésfera con 26% de oxigeno
y, en el caso de los dos aislados de I. fumosorosea, el insecto Tenebrio molitor no fue un
hospedero adecuado para éstos.

- La prueba de termotolerancia evidencié diferencias importantes entre los hongos
estudiados. Para M. anisopliae CP-OAX y los dos aislados de I. fumosorosea, los conidios
obtenidos en atmosfera hiperoxidante resultaron tener mayor capacidad para resistir
temperaturas de 40°C; para B. bassiana 882.5 los conidios provenientes de atmdésfera con
26% de O, resultaron menos resistentes a temperatura de 40°C. Ambos aislados de |I.

fumosorosea no presentaron viabilidad a una temperatura de 45°.
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10. Recomendaciones

- Un estudio a nivel genético o proteémico de estos hongos, permitira dilucidar las principales
diferencias a nivel molecular de los mismos y la comprensiéon ain mas profunda de ellos. A
partir de lo anterior, se podrian seleccionar aislados para inducir caracteristicas deseables en
su uso como agentes de control biolégico, con base en perfiles genéticos o protedmicos.

- Es necesario confirmar con otras pruebas (germinacién, analizador de imagenes, etc.), la
mayor viabilidad encontrada en los conidios de ambos aislados de |. fumosorosea y M.
anisopliae provenientes de atmosfera con 26% de O, respecto a los obtenidos en atmaosfera
normal. Es un resultado que podria evidenciar que puede aumentarse la viabilidad de los
conidios de estos hongos al exponerlos a este tipo de atmésfera.

- También es recomendable elaborar cinéticas de termotolerancia a temperaturas menores,
con el fin de evidenciar y cuantificar las diferencias en la viabilidad de los conidios
provenientes de atmédsfera normal y atmosfera con 26% de oxigeno que se encontraron en
esta investigacion. Esto podria confirmar que los hongos creciendo en este tipo de atmdsfera
producirian conidios mas termoresistentes.

- Ademas se sugiere la seleccién de un hospedero adecuado para los aislados de Isaria
fumosorosea, CNRCB1 y ARSEF 3302, que permita comparar la virulencia de los conidios
producidos por estos hongos entomopatégenos en las atmosferas mencionadas.

- Otra contribucion se puede basar en la prueba de resistencia a la radiacion UV-B, que se
integre a las pruebas de calidad para establecer la posible diferencia entre los conidios de
los hongos entomopatdgenos producidos en las dos atmosferas estudiadas y estudiar

posibles correlaciones con los resultados encontrados en esta investigacion.
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12. Anexos

12.1 Secuencias obtenidas de los aislados de Isaria fumosorosea ARSEF 3302 y
CNRCB1

Una vez purificada la banda obtenida del producto de amplificacion a partir de los cebadores
ITS1 e ITS4 se continué con la secuenciacion de esta region del ADN. Las secuencias

obtenidas se muestran en las figuras 12.1y 12.2.

CEATGEAT CAT TACCAGT TTTTTCACTCCCTALRCCCTTTGTEALCATACT
TATCGTTGCTTCGGCCEACTCECCCCEECETCCGEACGECCCTGOGCCEC
CCGCEACCCEEACCCAGECEECCECCEEAGRACCCACARATTCTGTTTCTA
TG TCTTTCT AL TCCECCGCALG AR RO MR TEARTCAR ML CTTTC
AL L GEATCTCTTGGT TC TG CATCGAT GAAGALACGCAGCGRALATECG
AT T AR T AL TTGCACGRAL T TCAGT GAATCAT CEARATCTT TEARC GC
ACLTTGCGCCCECCAGCATTCTGECGEECATGCCT GTTCGRAGCGTCATTT
AL T RAC A CCCTTCGEEECAGTCGECET TEGEERACCGECAGCATR
CCGCCEECCCCEARATACACTEECEECCCETCCGCGECEACCTCTGCGTA
GrACTCCAACGCGCACCEEEALRCCCGAC GCEECCACGCCGTALR ML CACCC
AT TGAAC T TEACC TCGEATCAGE TAGEACTACCCGCTGALCTTAR
GCATATCATTALGCGEAGER

Figura 12.1. I. fumosorosea ARSEF 3302. Secuencia de la regién ribosomal 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S obtenida a partir del
amplicon de 500pb encontrado con el uso de los cebadores ITS1 e ITS2.

A T GEATCATTACGAGT T TTT TCACT CCCTARCCCTTTGTGALCATAC
A TCGIT eI TGO CEACTCGCCCCEECEICCEEACGECCCTECECCGE
oG AC COGEACCC A GECCE OO GAGACCCACARR TTCTGTTTCT
AT AT T TTC I GAA T OO G AL GEC AR RO A TEAR TCA AL AT TT
AL A AT CT T TG T T C TGO AT C GATGALGARC GCAGC GALAT T
AT A TAA TG TCAA T T CAGARL TTCAGTGAAT CATCGARTCTTTGARACE
AT TGO CECCAGC AT TCT G CEEECATGCCTET TCGAGCGTCATT
T T CEACACCCCT T GG GEAGT CoECETT G GRACCEGCAGC AT
ACCGCCGECCCCGRARA TR CAGTCECGECCCETCCECGEOCRACCTCTECET
ACTACTCCARCEOGCACCGE AL CCCEACGCEECCACGOCGTARL RCA CC
AL CTTCT ARG TTCACCT CGEAT CAGGTAGEACTACCCGCTGALCT TR
AGCATATCATTARGCOGGRAGERD

Figura 12.2. |. fumosorosea CNRCBL1. Secuencia de la regién ribosomal 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S obtenida a partir del
amplicon de 500pb encontrado con el uso de los cebadores ITS1 e ITS2.
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12.2. Informacidn disponible en GenBank (NCBI) de los aislados de Isaria fumosorosea

CNRCB1 (numero de acceso HM209049) y ARSEF 3302 (niumero de acceso HM209050).

LOCUIs HM209049 572 bp DHA& linear PLN 27-JUN-2010

DEFINITICHN Isaria fumosorosea strain CHRCB1 185 ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal ENA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete seguence; and 285
ribosomal RNA gene, partial seguence.

ACCESSION HMZ209049

VERSICH HM209049,1 GI:25901388
EEYWCORDS .
SOURCE I=zaria fumosorosea

ORGANISM Isaria fumoscorosea
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomyceta;
Pezizomycotina; Leotiomyceta; Sordariomyceta; Sordariomyvcetes;
Hypocreomycetidae; Hypocreales; Cordycipitaceae; mitosporic
Cordycipitaceae; I=saria.
REFERENCE 1 (bases 1 to 572)
LUOTHCRS Miranda,J.F. and Loera,{.
TITLE Production of conidia by I=zaria fumosorosea under oxidant states
JOURMLL Unpublished
REFEREHNCE 2 [bases 1 to 572)
LUOTHCES Miranda,J.F. and Loera,(.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (07-MALY-2010) Bioctechnology, Universidad Autonoma
Metropolitana-Iztapalapa, San Rafael Atlixco 186, Mexico City, DF
09340, Mexico
FEATURES Location/Qualifiers
zource 1..572
Jorganism="Isaria fumosorosea"™
Jmol type="genomic DHL"™
/strain="CNRCE1"
JSdb xref="taxon:114437"
fcoEntry="Mexicu"

rRNE <1..14

JSproduct="185 ribo=zomal RNHA"
misc BNA 15..191

JSproduct="internal transcribed =zpacer 1"
rRNE 192..351

Jproduct="5.85 ribosomal RWA"
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LOCUs HMZ209050 570 bp DHA linear PLN 27-JUH-2010
DEFINITICH Isaria fumosorosea culture-collection ARSEF:3302 185 ribosomal EBNHA
gene, partial segquence; internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal ENA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 285 ribosomal ENA gene, partial segquence.
LCCESSION HMZ209050
VERSION HMZ209050.1 GI:299013890
EEYWCORDS .
S50URCE Isaria fumosorosea
ORGANISM I=zaria fumosorosea
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomyceta;
Pezizomycotina; Leotiomyceta; Sordariomyceta; Sordariomycetes;
Hypocreomycetidae; Hypocreales; Cordycipitaceae; mitosporic
Cordycipitaceae; Isaria.
REFEREHNCE 1 (bases 1 to 570)
AUTHORS Miranda,J.F. and Loera,O.
TITLE Production of conidia by Isaria fumosorosea under oxidant states
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 570)
AUTHORS Miranda,J.F. and Loera,(.
TITLE Direct Submission
JOURNLL Submitted (10-MAY-2010) Biotechnology, Universidad Autonoma
Metropolitana-Iztapalapa, S5an Rafael Atlixco 186, Mexico City, DF
05340, Mexico
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..570
Jorganism="I=aria fumosoroszea"
fmol type="genomic DNA"™
!calEare_collection="AR5EF:3362"
Jfdb mref="taxon:1144%
rRNE <1..13
/product="185 ribosomal RNAL"™
misc RNA 14..150
/product="internal transcribed spacer 1"
rRNA 191..350
/product="5.85 ribosomal RNL"
misc EHA 351..511

72



12.3 Graficas bioensayo Metarhizium anisopliae CP-OAX
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Figura 12.3 Cinética de mortalidad para larvas de Tenebrio molitor a partir de bioensayo con M. anisopliae CP-OAX en

atmosfera normal. Se incluyen los datos experimentales, los datos ajustados al modelo (---) y el control. El coeficiente
de correlacién obtenido fue de 0.9400.
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Figura 12.4. Cinética de mortalidad para larvas de Tenebrio molitor a partir de bioensayo con M. anisopliae CP-OAX en

atmésfera con 26% de 02. Se incluyen los datos experimentales, los datos ajustados al modelo (---) y el control negativo.
El coeficiente de correlacion obtenido fue de 0.9727.
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