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RESUMEN

Los requerimientos nutricionales de los honges entomopatigenos han sido
escasamente estudiados a pesar de que esta informacién es esencial para la
produccién de biomasa a nivel industrial para su consiguiente éxito comercial, este
conocimiento puede permitir la simplificacién del medio de cultivo y disminuir los
costos sin afectar la produccién de blastosporas. La produccién masiva de P.
fumosoroseus se basa en técnicas de fermentacién difasica; que combina las ventajas
del medio sélido vy liquido, sin embargo la preocupacidn radica en encontrar sistemas
de produccién que le permitan al hongo mantenerse por mds tiempo en anaquel. En
el presente trabajo se evaluaron 11 diferentes medios de cultivo a base de sacarasa
como fuente de carbono y harina de soya {A-1, A-2, A-3y A-4; B-1,B-2,B-3, B4y
B-5) o peprona de coldgena (C-1 y C-2} como fuente de nitrégeno, para mejorar
substancialmente [a produccién de blastosporas de P. fumosoroseus. Se utilizé la cepa
612 de P. fumusoroseus (L x 10° blastospuras/mL) como inoculo a matraces bafleados
y Microfermentador. La biomasa se secd por aire con tierra de diatomeas (5 % w/v) y
a los productos obtenidos se les determinaron pruebas de viabilidad a diferentes
intervalos de tiempo. Las concentraciones de sacarosa que produjeron mayores
rendimientos en la produccion de blastosporas a nivel matraz respecto al resto de los
medios de cultivo fueron: medio B-1 (8.0 %) y 3.8 % de harina de soya produjeron
1.12 x 10’ blastosporas/mL v el medio C-1 (2.0 %) y 4.5 % de peptona de coligena
con una produccién de 9.5 x 10° blastosporas/mL. Después de determinar el medio
de cultivo 6ptimo C-1 a nivel matraz, este se seleccioné pata la produccién de
blastosporas de P. fumosoroseus en fermentadores de 5 L. Se probaron dos
condiciones de agitacion (400 tp.m.-1.5 vovm. y 250 rpm.-1.0 vivm) y se
encontré que la mejor produccién fue de 1.45 x 10° blastosporas/mL a 400 r.p.m- 1.5
vwm, en 30 horas de fermentacion. Las blastosporas de P. fumaosoroseus que
mostraron mayor porciento de sobrevivencia fueron cultivadas a nivel matraz y
sobrevivieron durance 6 meses, y a nivel fermentador a velocidad de agitacién de 400
r.p.m. sobrevivieron durante 2 meses, ambos extractos fueron almacenadas a 4 °C.
De acuerdo 2 los datos obtenidos se concluye que el medic de cultivo utilizado con
peptona de coldgena representa una alternadva mejor para la produccion de P,
fumosoroseus debido a la estabilidad de almacenaje y produccion.
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ABSTRACT

The nutritional requeriments of entomnopathogenic fungus has been lees studied, buc
this information is essencial for biomass production at industrial levels and it's
commercial successful, this knowledge can permit cultrure medium simplification and
disminish cost without affect blastospores production. The massive production of P.
fumasaraseus is based in diphasic fermentation technics. They combine the advantages
of solid and liquid medium, nevertheless the main point is to find production
systems that allow the fungus to live longer in store. This work has evaluated eleven
different culture media with sacarose as carbon source, soy flour (A-1, A-2, A3 y A4;
B-1, B2, B-3,B4 y B-5) or peptona from collagen (C-1 v CC-2) as nitrogen source to
make better the blastospores production in P. fumosorosews. It was used 612 of P.
fumosorosews (1 x 10° blastospores/mLl) to inoculate the baffled flasks and
microfetmentor. Biomass was mixed with diatomeas earth (5% w/v) and air deved to
determine viability tests at diffcrent periods of time. The sacarose cancentrations
with best production of blastospares at flasks level versus others culrure media were:
the medium B-1 (8 %) and soy flour at 3.8 %, produced 1.12 x 10’ blastospores/mL;
the medium C-1 (2.0 %) and peptona from collagen at 4.5%, produced 9.5 x 10°
blastospores/ml.. After determine C-1 culture medium as optimus at matrass level, it
was selected for blastospores production P. fumosoreseus in SL fermentator. Two
agitation conditions were proved 400 r.p.an-1.5 viv.m. and 250 c.p.m.-1.0 v.v.im., we
found that the best production was 1.45 x 10® blastospores/mL at 400 r.p.m. in 30
hours fermentation. The P. fumosoroseus blastaspores that shown better percent of
survival at matrass level were cultured in C-1 medium, and they survive during six
months. Whereas the blastospores produced at fermentator level und 400 r.p.m.
survive during two months when both extracts were keeped at 4°C. Acording with
the obtained data it was concluded that the peptona medium used shown better

alternative produce P. fumasoroseus because its store stability and production.

Bbitract
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1. INTRODUCCION

La creciente demanda de mds y mejores alimentos y alta calidad de salud de la
sociedad humana, ocasioné un incremento en €l uso de compuestos quimicos para el
control de insectos de importancias agricola, forestal y salud puablica. (Feng et al.,
1994). Por lo cual se involucrd el uso de organismos naturales o modificados
genéricamente, genes o sus productos para reducir el efecto nocivo de organismos
plaga, término conocido como “control biolégico”. (Gabriel y Cook, 1990) Entre los
organismos utilizados en el biocontrol sobresalen los entomopatdgencs,
especialmente bacterias, virus y hongos. La desicién del entomopatégeno depende
de: ecologia del patégeno y su blanco; accesibilidad del agente de control a la plaga;
conocimiento basico del modo de accion vy disponibilidad de tecnologias de
produccién, formulacién y aplicacidn del entomopatdgeno. (Khachatiudians, 1936;
Samson et al., 1988b; Lisansky, 1989)

La produccién masiva dc P. fumoscroseus se basa en técnicas de fermentacién
bifdsica; que combina las ventajas del medio sélido y liquida, que permite crecer al
hongo a su fase logatitmica para una produccién méixima de biomasa micelial en
fermentadores y posteriormente ser transferido a sustratos nutritivos para la
produccion de las conidias aéreas que ey la forma de inoculo nacural. (Sopery Ward,

1981)

La produccién hifdsica ha generado un gran cdmulo de conocimiento sobre
los aspectos biotecnoldgicos de produccion, sin embargo el future de la produccién
masiva radica en disefiat métodos de produccién en una sola fase, la fermentacién
liquida. Este proceso posee varias venatajas, como son: cultivas 100% puros,
condiciones de cultivo mds controladas y mayor producciion de esporas.  Una Je las
principales hmitantes biotecnoldgicas para el uso masivo de P. fumosoroseus es la baja
viabilidad de las cepas y esporas en el medio ambiente. Par tal motivo, la
preocupacion constante radica en encontrar sistemas de produccién y aplicacién mds
eficientes, que le permitan al hongo mantenerse por mds tiempo en anaquel, (Badii,
et al., 2000; Jackson et al., 1997)

La imporrtancia de este trabajo se basa en la produccién de blastosporas de P.
fumusoroseus en medios de cultivo liquidos, accesibles vy de bajo costo para
incrementar la sobrevivencia.
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1.1 ANTEDECENTES

1.1.1. Bemisia tabaci.

Actualmente es uno de los insectos plaga que causan mayores perdidas a la
agricultura, principalmente a cultivos bdsicos y de hortalizas en nuestro pats.
Se conocen diferentes especies comunmente llamadas "mosca blanca" y las
mds perjudiciales son B. tabaci y Trialeurodes vaporariorum. B. tabaci, es una
plaga polifaga de distribucion amplia adaptada a climas tropicales y

templados del mundo (Figura No. 1).

La mosca blanca es muy importante ya que ataca mas de 500 especies
de cultivos agricolas importantes, principalmente horralizas, oleaginosas,
ornamentales y frutales, esto debido a su alta tasa reproductora y a la
tesistencia a insecticidas. Son importantes porque transmiten enfermedades
virales (principalmente geminivirus), tales como: masaico dorado del frijol,
chino del tomate, virus dorado de la papa, enchinamiento de la calabaza,
enchinamiento de la sandfa, virus de la hoja enrollada del algoddn, virus
atigrado del chile, virus dorado del chile y virus dorado de la lechuga. Los
daftos ocasionados por B. tabaci se presentan al succionar la savia del floema
de las plantas, provocando la muerte cuando las densidades poblacionales son
muy altas. Aschersonia aleyradis, V. lecanii y P. fumosoroseus son hongos
reportados contra la mosca blanca bajo condiciones de invernadero. Mientras

que comercialmente P. fumosoroseus y B. bassiana se estdn desarrollando para
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el control de B. argentifolii. (Landa et al., 1994; Osborne and Landa, 1992;
Smith, 1993)

Figura No. 1. Distribucién mundial de la mosca blanca (B. tabaci ).

1.1.2. Control biolégico.

Desde hace mas 1700 afios el control biol6gico de insectos de importancia
agricola se realiza en el lejano Oriente, mientras que en Europa y Estados
Unidos de Norteamérica se practica 100 afios atrds. (Frost and Sullivan, 1990)
El control biol6gico involucra el uso de organismos naturales o modificados

genéticamente, genes o sus productos para reducir los efectos de organismos

plaga. (Gabriel y Cook, 1990)

Antecedentes
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Los bioinsecticidas en particular ocupan el 5% del mercado total de
insecticidas, el cual se estima es de 7,800 millones de délares. En 1993 las
ventas de productos biotecnoldgicos para uso agricola en Estados Unidos
ascendieron 3 108 millones de ddélares, de estos los bicinsecticidas

representaron un 94%. (Tilton, 1993; Lorence, 1996)

El empleo de microorganismos como insecticidas bioldgicos (bacterias,
hongos y virus) ha tomado tal relevancia que en la actualidad, en diferentes
paises ya se emplean productos comerciales elaborados a base de estos. Se
conocen méis de 100,000 especies de microorganismos con potencial
microbiano hacia poblaciones de insectos plaga en diferentes sectores:
agricola, forestal, de ornamentales y de salud. Dentro de estas especies se
encuentran diferentes tipos de microorganismos, que incluyen 750 de hongos,
700 de virus, 300 de protozoarios y aproximadamente 100 de bacterias.

(Ignofto e Hink, 1971; Rodriguez et al., 1991)

1.1.3. Hongos Entomopatdgenos.

1.1.3.1. Importancia.

Los hongos pardsitos de insectos estdén ampliamente distribuidos en la
naturaleza y son un factor que puede limitar la poblacién de una especie de
insectos. La epizootia es atribuida a la humedad ambiental y a una excesiva

poblacién de insectos. (Castillo, 1987) Dentro de los hongos entomopatdgenos
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(750}, hasta el momento se han registrado para uso comercial los siguientes
géneros: Beauveria, Metarhizium, Entomocela, Verticillium y Hirsutella, siendo el
primero el més estudiado. Los factores que han impulsado su desarrollo son la
seguridad que oftecen al hombre, el aumento desmedido de la contaminacién
de los suelos, agua o medio ambiente en general y [a importancia que ha
adquirido el concepto de "manejo integrado de plagas’. Los hongos
entomopatégenos atacan un amplio rango de insectos comparado con otros
microorganismos; asi podemos encontrar desde mosquitos (diptera), dfidos
(homoptera), chinches (hemfptera), etc. (Tabla Na. 1). (Valenzuela, 1987;
Deacon, 1984; Feng et al., 1994)

Tabla No. 1. Insectos susceptibles de control con hongos entomopatdgenos.

Género de Estado Insectos susceptibles
hongo infectiva
Coelomgrmyces Zoospuras  Mosquitos
Lagenidium Zoosporas — Mosquitos
Leprolegria Zoosporas  Mosquitos
Conidiobulus Conidia Afidos
Entomophaga Conidiza Chapulines y gusanos
Zoophthora Coanidia Afidos, gusanos y escarabajos
Beauveria Conidia Escarabajos, gusanos y pulgas saltonas
Cubicnomyces Conidia Mosquitos
Hivsucellu Conidia Acaros y saltamontes
Metarhizium Conidia Pulgas saltonas, mosquitos, escarabajos y chinches
apestosas
Paecilomyces Conidia Defoliadores y gusanos
Tolypocladium Conidia Mosquitos
Vertcillium Conidia Afidos, mosquitas blancas, trips y escamas
Nomuraed Conidia  Gusangs defoliadores

Adaptada de Valewguela, L. E. 1987 y Donald, W.R
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1.1.3.2. Morfologia y Crecimiento.

Los hongos entomopatégenos se encuentran clasificados dentro de la
subdivision Deuteromycotina, hongos imperfectos que raramente producen
estado sexual. Los géneros de este grupo se distinguen por estructuras
llamadas conidiéforos, las cuales producen espotus que diferencian las
especies de hongos considerando el tamafio y la forma. Los hongos no son tan
exigentes, tespecto a requerimientos nutricionales ya que pueden crecer con
facilidad en medios comunes, tales como agar papa dextrosa, agar extracto de
malta o agar saboraud dextrosa. En cultivos liquidos producen blastosporas
(células semejantes a levaduras), mientras que en cultivos sélidos ctecen como
hifas elongadas. Su temperatura éptima de crecimiento es de 20 a 25°C, perc
na se desarrollan si es de 37°C. La humedad es un factor que favorece la

produccidn de esporas asexuales en un cultivo. (Deacon, 1984)

1.1.3.3. Etapas de infeccién.

Los hongos entomopatégenos, como la mayoria de los hongos patdgenos de
plantas y vertebrados, infectan su hospedero penetrando por la cuticula
externa. Este modo de infeccidn es tnico y caracteristico de los hongos ya
que todos los microorganismos entomopatdgenos incluyendo bacterias y virus,
penetran su hospedero por ingestién via intestino medio. Este proceso de
micosis de un insecto consta de las siguienites etapas: a} adherencia de la
espora fiingica a la cuticula del insecto, b) germinacién y diferenciacion de la

espora, ¢) penetracion del integumento del insecto por medio del tubo
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germinativo y d) desarrollo del hongo dentro del cuerpo del insecto,
gencralmente da por resultado la muerte del hospedero infectado. (Samson, et
al., 1988) Se ha estudiado con mayor detalle en B. bassiana y Metarhizium
anisopliae. (Lotence, 1996)

a). Adherencia de la espora fingica a lu cutfcula del insecto. Este proceso de
adherencia de las esporas de los Deuteromycetos a la cuticula del
hospedero es inespecifico. El contacto entre la espora fingica y el
hospedero es un prerequisito para el establecimiento de la micosis. La
mayorfa de los hongos entomopatdgenos que producen esporas las
dispersan por el viento y ocurre un contacto al azar entre la espora fiingica
y la epicuticula del hospedero; el éxito de la micosis depende de [as
condiciones clim4ticas, cantidad de inoculo flingico y densidad del

hospedera. (Boucias y Pendlann, 1991; Samson, et al,, 1988a)

b). Germinacion y diferenciacion de la espora. Para que la germinacion de la
espora sea exitosa depende en gran medida de la accesibilidad que estas
tengan a los nutrientes que se encuentren en ese ambiente. La fase de
germinacién se considera un paso critico en ¢l establecimiento de la
infeccion y la determinacion de la patogenicidad del hongo. Una vez que la
espora se une al insecto germina, se forma el tubo germinativo, que
penetraré a la cuticula del hospedero y que ademds sirve como penetrante

de la hifa. Las esporas germinadoras de muchos especies entomopatdgenas

“Arfecadentes 7
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tales como, M. anisopliae, B. bassiana, C. psorophorae y Neoxygites freseni,
producen una célula apresorial. (Samson, et al., 1988a) La germinacién de
las espotas depende de factores ambientales, especialmente humedades
relativas superiores al 90%, temperatura promedio y presencia o ausencia
de factores nutricionales (por ejemplo la ausencia de nutrientes disminuye

la germinacion de las conidias).

c). Penetracion del integumento del insecto por medio del tubo germinativo.
El éxito de la germinacién en la cuticula del hospedero no en todos los
casos produce infeccidn. La llegada de los elementos fangicos hacia dentro
del cuerpo del insecto es un requisito para la infeccién, esto depende de la
habilidad de los tubos germinativos para penetrar la epicuticula externa y la
procuticula interna. La epicuticula representa la barrera principal hacia la
infeccién flingica, es muy dura y delgada y se ha sabido que algunos insectos
se hacen susceptibles a patogenos fingicos déhiles tales como Mucor y
Fusarium. La procuticula, es la parte principal del inregumento, estd
compuesta de quitina embebida en una matriz de proteinas fibrosas.
(Samson, et al., 1988a) Para facilitar su penetracién el hongo produce
algunas enzimas que degradan la capa externa de la cuticula (epicuticula).
Para degradar las capas siguientes el hongo produce diversas proteasas; la
mis activa de ellas es una proteina bésica de 28.6 KDa llamada PR-1. 1La
accién de PR-1 sobre las proteinas que componen las capas internas de la

cuticula libera pequefios fragmentos (péptidos) de aproximadamente 5

R 5
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aminodcidos de tongitud. Para que éstos aminodcidos puedan ser utilizados
como nutrientes por el hongo se necesita la accidn de otro tipo de
proteasas, principalmente aminopeptidasas y carboxipeptidasas. (Lorence,

1996)

d). Desarrollo del hongo dentro del cuerpo del insecto. Una vez que los
hongos llegan a [a hemolinfa del insecto producen enzimas tipo glicosidasas
que les permiten capturar nutrientes y degradar los tejidos del insecto;
dichas enzimas han sido confundidos con roxinas. (Chamley, 1994) Otra
manera de que el hongo reaccione a la defensa del insecto es mediante la
multiplicacion de indculos infectivos; la mayoria de los hongos
entomopatogenos son capaces e formar levaduras que ripidamente son
diseminadas en la sangre y hacen dificil [a circulacion de los hemocicos.
Después el hongo crece hacia fuera del intecgumento y desarrolla
estructuras conididégenas bajo condiciones ambientales favorables y bajo
condiciones destavorables los hongos producen propédgulos en reposo que le
permiten mantenerse en condiciones adversas en ausencia de un

hospedero. (Samson, R. A. et al., 1988a)

1.1.3.4.  Biotecnologia de Produccién.
Durante los tltimos 15 afios el interés de los Micoinsecticidas ha llevado a la
produccién a gran escala de muchos candidatos fingicos prometedores y a la

comercializacion (Tabla No. 2 y No. 3). A pesar de los desarrollos, existe
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poca informacién disponible sobre [a biotecnologia de los hongos
entomopatégenos y su produccién a nivel industrial. Esta limitante puede
deberse a varios factores, como pueden ser que la cepa elegida perdiese
patogenicidad (virulencia) al nivel de campo o bhien que la produccién de
esporas (conidias) sea insuficiente 0 muy tardado. La pérdida de virulencia se
ha visto en cepas que han sido resembradas continuamente, el proceso de tal
pérdida pudiese deberse a recombinaciones durante el ciclo parasexual.
Existen requerimientos especificos para la produccion comercial y aplicacidn
de un entomopatdgeno:

a). La cepa seleccionada debe crecer rapida y abundantemente.

b). Alra patogenicidad.

c). Debe crecer en medios baratos.

d). El producto formulado debe ser accesible al insecto y que perdure por
prolongados periodos de riempo a temperatura ambiente sin disminuir la
actividad. La vida media de anaquel es un factor determinante en la
comercializacién de un producto y se ha estimado que para los hongos el

punto critico es superar los 18 meses. (Feng et al., 1994)

1.1.3.4.1. Seleccién del organismo.

La seleccion de la cepa fingica o de las especies en el caso de las plagas
suscepribles a muchos patégenos es critica debido a que la agresividad del
hongo es altamente dependiente de la cepa. El grado de patogenicidad se basa

en los resultados de progenie o mortalidad obtenida en las pruebas de
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laboratorio.  Los bioensayes realizados bajo condiciones de laboratorio
invariablemente optimizan la potencialidad de los hongos y, por lo tanto, los
resultados deben ser intetpretados cuidadosamente. Por ejemplo, los
bioensayos son realizados en ausencia de competidores microbianos, bajo
condiciones ambientales ideales para el patégeno v con insectos cultivados in
vitro, cuya fisiologia puede ser diferente a la de los insectos de tipo silvestre.
Estos bioensayos, podrian ser dtiles para comparar cepas o especies que
representan el paso preliminar antes de la experimentacion en campo. (Hajek
y St. Leger, 1994) Esto dltimo es esencial para determinar si los
requerimientos microclimdticos del patdgeno y del hospedero coinciden, lo
cual mostraria el verdadero potencial del hongo entomopatégeno como agente
de biocontrol. También se debe determunar la estabilidad patogénica del
hongo durante transferencias repetitivas. El medio urilizado para estas
transferencias y para la produccidn subsecuente debe ser escogido con cuidado
puesto que los nurrientes pueden influenciar marcadamente la viabilidad de
las conidias. (Goettel, 1984) La especificidad de cepa seleccionada debe ser
amplia ya que a nivel comercial es m4s ventajoso un producto con un amplic
rango de hospederos. Sin embargo, el rango de hospederos debe excluit
insecros benéficos, otros invertebrados y vertebrados. Se han realizado
experimentos con muchos hongos entomopatégencs para probar sus efectos en
vertehrados, especialmente para probat propiedades toxicas, alérgicas o
irritacién. Solamente se han detectado respuestas alérgicas menores en

algunos de los hongos entomopatdgenos seleccionados.
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Tabla No. 2. Formulados a partir de hongos entomopatdgenos
en investigacidn y desarrollo.

Hongo Organismo blanco Cultivo

Aschersonia aleyrodis Mosquita blanca Tomate, pepino
Beauveria brongniarta Mosquita blanca varios

Cunidiobolus obscune Afidos varnos

Culicinomyces clavisporus Larvas de mosquitos Ambientes acuéticos
Entomophthora grylii Saltamontes Varios

Erynia neaaphidis Aphis fabae Frijol

Lagenidium giganceum Mosquitos Ambientes acudricos
Nornuraza nileyi Larvas de lepidGpreros Varios

Paecdomyces fumosorosews Mosquita blanca Vatios
Tolypocladium cylindrosporium  Mosquitos Ambientes Acuiticos
Zoophthora radicans Afidos Varios

Mariposa dorso de diamante  Cruciferas
Khachatiudans, 1986; Livaasky, 1989 y Rajnchapel-Messai, 1990.

El requisito mis importante para la produccion y aplicacién de
entomopatégenos es la seguridad. Aunque no hay reportes de que P.
fumosoroseus infecte humanos, hay dos casos aislados en animales en 1962 y
otras especies del género Paecilomyces podrian infectar pacientes humanos
inmunodeprimidos. (Aguilar, et al., 1998) Por otro lado, se han aplicado
formulados de P. fumosuroseus en cosechas de invernaderos de Estados Unidos

y en campos de México por mas de 5 afios sin incidentes.

1.1.3.4.2. Seleccién del propigulo.

Todos los hongos entomopatGgenos se caracterizan por un ciclo bifdsico: una
fase vegetativa micelial y una fase teproductiva. Frecuentemente se
encuentran dos tipos de esporas:

a}. Esporas asexuales; que promueven la diseminacion rapida del hongo.

12
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b). Esporas de resistencia; sexuales o clamidosporas vegetativas, responsables

de la sobrevivencia del patégeno durante condiciones adversas o en

ausencia del hospedero deseable.

Tabla No. 3, Productos comerciales basados en hongos entomopatégenos.

HONGO PRODUCTO ORGANISMO BLANCO CULTIVO COMPANIA (PAIS)

Becuveria Bea-Sin Authonomus grandis Varius Agrobivusa (Méxisg)

bassina Betcl Haplochelus margmalis Maiz Cailliope (Francia)
Bavenin N.D. Mafz Glavimikrobioprum (Rusia)
Mycotrel Mosca blarnca, 4fidox y tiips ~ Varios Mycotech Corp. (E.U.)
Naturalis-O Diversos Cmamentales Troy BioSciences (E.U)
Oseeind Ostrinéa nubilaldy Maiz Calliope {Francia)
N.D. Mosca blanca Varios Fermona (E.U)

Metarhizuen Bia-Path Blattella germanica Granos almacenadas  EcoScience Corp(E.U)

aisoplice Meta-Sin Aeneolemia postica Varios Agrabionsz (Méxica)
Metaquino Mghanarva posticata Cana de azlcar IAA:Codecap (Brasi)

Pazilomiyces Pae-Sin Moscz blanca Vanos Agrobignsa (México)

fumasarases

Arthrobutrys S350 Nematodos Flocales Surryyal (Francia)

irvegulans

Allemaria cassiae Casst Cassia obtusfolia Soya y algodén Mycogen Carp. (E.U.)

Culletotrichum Chollego Aeschynamene vivginica Soya Ecogen (E.U)

Locosporiodes

Endothia pavasitica  E.P. Bioprox Endotisa parasitica Castans INRA (Francia)

Hipovirulenca

Phytaphtora DeVine Morenia odorata Cltricos Abbat labs. (EU)

Palmivora

Tomada de Loreace, 1996.

En teorfa, cualquiera de estos propdgulos fingicos podrian ser considerado

para la produccién de micoinsecticidas. Debido a su papel principal dentro del

proceso de infeccién, las esporas han sido consideradas desde el principio de la
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historia del control biolégico, como los propagulos fingicos mas adaptados

para produccién. (Lorence, 1996; Badii, M. et al., 2000)

1.1.3.4.3. Requerimientos nutricionales.

Los requerimientos nutricionales de los hongos entomopatégenos se han
estudiado pobremente a pesar de que ésta informacion es esencial puara la
produccién de biomasa celular. En particular, éste conocimiento puede
permitir la simplificacion del medio de cultivo y disminuir costos sin afectar la
praduccién. La eleccién de los nutrientes industriales dependerd de los
tequerimientos nutricionales del hongo seleccionado. Por ejemplo, los
Enromophthorales no merabolizan sacarosa (Latgé, 1988), y por lo tanto,
todos los medios industriales para la produccion de éstc hongo deben excluir
las fuentes de carbono extraidas de azicar de cafa, la cual tienen alto
contenido dc sacarosa y debe basarse en residuos de maiz ricos en dextrosa.
Los hongos entomopatdgenos requieren oxigeno, agua y una fuente orginica
de carbona y energia, una fuente de nitrdgenu orginico e inorgdnico y
elementos adicionales como minerales y factores de crecimiento. La fuente de
carbono es usualmente dextrosa pero puede ser reemplazada por polisacacidos
como almidén o lipidos. El nitrégeno puede ser suministrado en forma de
nitrato, amonio o compuestos orgdnicos como aminodcidos o protefnas, Otros
macronutrientes csenciales son el fgsforo (como fosfatos), potasio, magnesio y
azufre, este Gltimo suministrado en su forma inorgdnica (como sulfato) u

orginica (cisteina o metionina). Los microelementos esenciales usualmente
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incluyen calcio, cobre, hierro, magnesio, molibdeno, zinc y vitaminas del
complejo B solubles en agua, especialmente biotina y tiamina. Todos estos
mictonutrientes se encuentran en los materiales incluidos en los medios
industriales pero pueden ser suministrados hidrolizados de proteinas o
extractos de levaduras (Tabla No. 4). Los requerimientos nwutricionales de los
hongos entomopatogénicos varfan con la especie o 1a cepa del hongo. (Feng er

al., 1994; Lorence, 1996)

1.1.3.4.4. Produccion de biomasa.

Los hongos pueden ser obtenidos de diferentes formas (micelios, conidias o
blastosporas) dependiendo del proceso de produccién. Cada una tiene sus
venrajas y desventajas para el control biolégico y para el procesamiento. La
morfologia juega un papel importante en la produccién del micoinsecticida,
debido a que la alta virulencia y estabilidad son caracteristicas para un
insecticida microbiano efectivo, asi como los bajos costos de produccién son

determinantes para su €xito cometcial. (Lopez, et al., 2000)

Los productos fangicos de control biolégico méas ampliamente
desarrollados son los que se basan en el hongo entomopatégeno B. bassiana.
Actualmente, la produccion de este hongo se basa en técnicas de
fermentacién sumergidas y biffsicas. La fermentacién bifésica combina las
ventajas de los medios sélidos y liquidos, donde se deja crecer al hongo en el

fermentador hasta terminar la fase logaritmica para obtener una méixima
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producciéon de masa micelial, la cual es subsecuentemente transferida a
substratos nutritivos o inocuos para la produccién de las conidias aéreas en la
forma de indculo natural. Sin embargo, aunque el método bifssico es simple, se
considera el mds caro y de una labor intensiva. La fermentacién sumergida es
disefiada para tomar ventaja de los fermentadores industriales existentes, los
cuales usualmente pueden contener hasta 200 m?. En las fermentaciones a
gran escala se deben de tomar precauciones para controlar apropiadamente
muchos factores (como aireacidn, pH, temperatura y espuma), los cuales
pueden afectar significativamente la cantidad y calidad de la preparacién

fangica. (Soper y Ward, 1981; Rombach, M. C. 1989)

Tabla No. 4. Ingredientes de medios de cultivo para
la produccién de insecticidas microbianos

Substancias inorginicas Fuentes de carbono Fuentes de nitrégeno
H3504 Glucosa Harina de soya

Na OH Jarabe de mafz Alimento de soya
NazCO3 Almidén de maiz Alimento de semilla de algodsn
Ca CO3 Alimento de maiz Maiz macerado

Kz HPO4 Dextrina Gldten de matz

NH4 OH Sacarosa Levadura de cerveza
(NHg4 )3 PQO4 Lactosa Levadura primaria
(NH4 )z SO4 Suero Levadury hidrolizada
Mq SO4 . 7H0 Aceite de soya Peptona de soya

Fe 5O4 .7H;0 Aceite de manteca de cerdo  Lactoalbimina

Zn SOy

NH4 NOj

Na NOj

Adaptada de Valenzuels, 1987
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1.1.3.4.5. Recuperacién.

Los procesos de recuperacién dependen del sistema de produccién empleado.
Las esporas o micelio producidas en medios liquidos se pueden separar del
caldo dc fermenracién medianre cencrifugacién o filtracién directa, esto se
facilita mediante el mezclado con un acarreador inorginico o por
ultracentrifugacién, también la biomasa recuperada generalmente es muy
sensible al secado y se deberd mantener himeda hasta su formulacion. Las
esporas producidas en medios sélidos se pueden recuperar puras, y después
secadas por aire al vacio; 0 en una mezcla de esporas con sustrato y después el
medio se pulveriza. Las esporas se pueden lavar can un agente formulado, sin
embargo se tiene que hacer una centrifugacion adicional y secado. (Samson, et

al., 1988b)

1.1,3.4.6. Formulaciones.

Existe muy poca informacién disponible con respecto a formulaciones debido a
que esta tecnologia tiende a permanecer como secreto industrial. En general,
los agentes de formulacién deben tener calidades de adhesién y asperjado y
proteger al organismo de la desecacién y de la degradacién solar, antes y
durante la germinacion de la espora en el insecto blanco. Una formulacién
tipica es la mezcla de varios productos que tienen que ser compatibles entre si,
estos incluyen: el ingrediente activo “esporas tipicas”; un diluyente y/o un
dispetsante; un agente humectante y un adhesivo. Las formulaciones secas o

liquidas estdn disponibles y la mayoria de ellas van dirigidas a insectos que
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viven en el follaje. La seleccién del tipo de formulacién va a depender del

habitat de la plaga. Existen tres tipos de formulaciones secas:

a). Polvos: compuestos de 10 % de esporas y 90 % de arena fina (ramario de la
particula 40 um) como diluyente.

b). Granulos: hechos de ingrediente activo (5 al 20%), un acarreador (80 a
95%) y un agente de unién (1 2 5 %).

c). Polvos humectables: consisten de una alta concentracién de ingrediente
activo (50 a 80%), un relleno como la arena (15 a 45%), un dispersante (1

a 5%), un surfactante (3 al 5%) y un vehiculo el cual es agua o aceite (35 a

65%). (Samson, et al., 1988b)

1.1.3.5. Algunos productos comerciales.

El primer producto de origen bioldgico utilizado para el control de cucaracha
europea (Blattella germanica) se reporté en Estados Unidos por la compariia
EcoScience con el biopesticida Bio-Path, también se comercializa en otros
paises como Japdn donde se estima un mercado de 100 y 125-150 millones de
dolares para el control de cucarachas (Tabla No. 3). También en Estados
Unidos la compafifa mencionada anteriormente y Fermona comercializan
productos basados en B. bassiung para el control de la mosquita blanca
(Bemisia tabaci). Otros productos que compiten, recientemente entraron al
metcado y son Naturalis-O y Naturalis-L ambos producidos por la compariia
Troy BioScience, y se usan para el control de insectos plaga de plantas

ornamentales y ardcnidos de ornamentales respectivamente. (Lorence, 1996)
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La companifa Agrobionsa de México, (Agrobiologicas del Noroeste, S.

A. de C. V., Culiacdn, Sinaloa) comercializa tres productos que son los

siguientes:

a). Bea-Sin, elaborado con B. bassiana y se utiliza para el control de el picudo
del algodén (Anhonum grandis thurberiae), el picudo del chile y la mosquita
blanca.

b). Meta-Sin, formulado con M. anisopliae para el control de los picudos del
algodén y chile, la mosca pinta (Aeneoolamia postica) v el barrenador de la
cana (Diatraea saccharalis).

¢). Pae-Sin, elaborado con P. fumosoroseus para el control de huevecillos,

ninfas y adultos de la mosquita blanca.

Brasil y Cuba son pafses donde este tipo de agentes son muy usados para el
control de plagas y la produccién es local. En Brasil alrededor de 600,000
hectareas sembradas con cafia de azticar son tratadas con M. anisoplice para
el control de Mahanarva posticata.  Otros paises de América Latina donde se
praducen y usan comercialmente los hongos entomapatégenos son Colombia,

Costa Rica y Venezuela. (Jones, 1994)

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Regional
(SAGAR) de México muestra un diagrama tipico sobre la produccién de
gsporas que provienen de hongos entomopatdgenos en la Figura No. 2. Los

granos agricolas o tesiduos de ellos, son los substratos que mds se emplean para
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la propagacién de estos hongos; el arroz es el més utilizado por conservar
altos porcentajes de viabilidad y patogenicidad. Todo el material se esteriliza
con vapor. Las esporas para inoculo se cultivan en tubos con agar, luego se
transfieren a cada una de las bolsas de plastico o “matrices” para produccién
y se le adicionan antibidticos al medio (como tetraciclina o cloranfenicol),
para eliminar riesgos de contaminacién. La incubacién tiene los siguientes
requisitos: un cuarto con 14 horas de fotoperiodo, temperatura de 27 = 2°Cy
el tiempo necesario para una maxima produccién de esporas (es variable para
cada especie, generalmente de 15 a 20 dias). La recuperacion de las esporas
se lleva a cabo agregando tierra de diatomeas (como acarreador) a las bolsas
de cultivo. Al final las esporas se almacenan en refrigeracion donde

permanecen viables hasta quince dfas. (Garza er al., 1994; Lorence, 1996 )

Un proceso de cultivo sélido para la produccién de B. bassiana ha sido
desarrollado recientemente por Mycotech Corporation, USA. En éste
proceso, una fase liquida es absorbida en un substrato basado en almidén, El
hongo crece en las particulas del substrato entre las cuales la fase gaseosa se
mantiene disponible para la aireacion. Con éste mérodo se pueden obtener
niveles de produccién de 1 x 1013 conidias en volimenes de fermentacién de
menos de 1 litro. Bajo produccidn piloto, se han reportada polvos secos con un

promedio de 2.6 x 101 conidias/grama. (Bradley et «l., 1992)

“Anecedeniss 2"0
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1.1.3.6. Disefio de medios de cultivo.

En 1966, Samsinakova, obtuvo un rendimiento de materia seca de 68.7
mg/mL y una concentracién de 6.43 x 10° esporas/mL después de 72 h; al
deteminar el crecimiento y la produccion de blastosporas de B. bassiana, en
cultivos sumergidos con la siguiente composicién: glucosa 2.5 %, almidén 2.5

%, liquido de remojo de mafz 2.0 %, Na Cl 0.5 % y CaCO3 0.2 %, a un pH de
4.5. (Samsinakova, 1966)

Esterilizacidn al vacia del
material

‘

Preparacién del inoculo en
tubos con agar

'

Propagacidn de esporas en
bolsas de plastico

Recuperacién de esporas
con tierra de diatomeas

v

Almacenamiento en
refrigeracion

Figura No. 2. Proceso para la produccién de hongos entomopatégenos.
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Agudelo y Falcon (1983), menciona que la produccién de cuerpos
hifales en la supetfice de las hojas de los cultivos tratados, causd una
nortalidad del 70 % al 90 % en combinaciones de humedad (70%) y
temperatura (15°C) relativas a larvas de Spodoptera exigua ensayadas con
Paecilomyces farinosus en cultivos liquidos agitados. En el mismo afio, reportan
con Verticillium lecanii rendimientos de 5x107 blaestosporas/mL. (Lisansky y
Hall, 1983) Mais adelante, Campbell trabajé con medios sintéticos liquidos
cultivados en matraces, conteniendo una de las 22 fuentes de carbohidratos
individuales con B. bassiana y M. Anisopliae; encontré que B. bassiana crece
mejor en D-melizitose, mientras que la esporulacién es mejor en sacarosa,
trealosa y glucosa, Respecto a M. anisoplidze en manosa crece mejor y esporula

mejor con inositol y glicerol. (Campbell et al., 1983)

Goettel, [984 describié un método simple y barato pura el cultivo de
hongos cntomopatdgenos usando salvado de trigo, celofin y bolsas
autoclaveables. Con éste método, se obtuvieron niveles de produccién de 1 x

10 ¥ conidias/g de biomasa seca de B. bassiana y muchos otros hongos.

Con respecto a la produccién de P. fumasoroseus en medios de cultivo
complejos sumergido, se observ$ un incremento en el contenido de glicégeno
de las blastosporas producidas en cultivos limitados por nitr6geno que las
limitadas por catbono, y sugieten que el contenido de glicégeno puede

influenciar en la longevidad de las esporas almacenadas. (lnch et al., 1986)
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Por otro lado, se produjeron conidias de B. bassiana en salvado de
trigo, obteniendo baja produccién de masa usando un proceso de
fermentacion bifdsica. Sin embargo, més del 95% de las conidias germinaron

en pruebas de viabilidad después de més de wes afios de almacenamiento a 4°

C. (Rombachet al., 1988)

En la década pasada, entomélogos y microbidlogos Chinos mejoraron
exitosamente la tecnologia tradicional de fermentacién bifisica pata la
produccién de biomasa en polvo de conidias puras de B. bassiana para el

control a gran escala de la oruga del pino y otros insectos. {Liy Yang, 1988)

Mis adelante se obtuvo una produccién de 2 x 10'! gramos de conidias
de B. bassiana en preparacién en polvo, usando arroz como substrato de

crecimiento basico. (Alves y Pereira, 1989)

En cultivos batch y feed batch limitados por glucosa y amonio;
observaron que P. farinosus y B. bassiana produjeron blastosporas en la fase
exponencial y desaceleracién de crecimiento en el cultivo batch, mientras que
B. bassiana solamente formé esporas durante la fase estacionaria. Con
respecto al cultivo "feed batch" limitado por glucosa y amonio, la
concentracién de blastoporas para P. farinosus fue inversamente relacionada

con la tasa de dilucion. (Humphreys et al., 1990)

— 5%



Tesis Doctoral, Especalidad Bioteonalogia
Iesla Quintero Zapata, 2001,

En cultivos sumergidos de B. bassiana utilizando el medio de Vogel
modificado, demostraron que las blastosporas cosechadas de la fase
estacionaria de cultivos limitados de nitrégeno conten{an mds reservas
endogenas (carbohidratos, incluyendo glicdgeno vy lipidos) que los limitados
por fuente de carbono y el tipo de blastosporas formadas conservaba su
viabilidad durante su almacenaje a 25°C. (Laneetal., 1991a) En el mismo

afio Lane et al, determinaron la Concentracién Letal Media (LCsq) y el
Tiempo Letal Medio (LT5() contra adultos de Nephotettix virescens con las
conidias y blastosporas de B. bassiana producidas en cultivos limitados de
carbono y de nitrégeno; y encontraron que no habia diferencia significativa
entre las LCg50 de las blastosporas producidas en ambos medios de cultivo,

mientras que con las conidias fueron menos virulentas. Por otra parte los

valores de la LT de las conidias y las blastosporas de los cultivos limitados

por nitrogeno, fueron significativamente méas bajos que los valores producidos
en cultivos limitados por carbono. Durante el almacenaje a 25°C hubo un

incremento en las LT50 de las conidias y blastosporas, relaciondndo con la

viabilidad de las esporas. (Lane et al., 1991b)

De la Torre y Cérdenas Cota en 1996, reportaron la produccion de
conidias en cultivo sumergido de P. fumasoroseus, usando una fuente simple de
carbono, glucosa (30 g/L); v una fuente simple de nitr6geno, nitrato de amonio
(0.7 gL) suplementada con extracto de levadura (1 g/L). Las conidias

sumergidas se presentaron en una concentracién de 10 conidias/ml en un
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fermentador de 6 L (4-L-V) manteniendo el oxigeno disuelto sobre 20 % de
saturacién con aire; alta relacion C:N es necesario para la produccién de

conidias sumetgidas.

Jackson et al, 1997, trabajaron distintos medios de cultivo con
diferentes concentraciones de carbono y relaciones de carbono:nitrégeno, para
producir blastosporas de P. fumosoroseus tolerantes a la desecacién. Todos los
medios probados soportaton la esporulacién en cultivos sumergidos,
incrementaron la concentracién de blastosporas (5.8 x 108 esporas/mL)
cuando se produjeron en medios conteniendo 80 g de glucosa y 13.2 g de
casaminodcidos, y un aleo porcentaje de las blastosporas (79%) sobreviven al
secada por aire.  Las blastosporas de P. fumasoraseus secadas por aire tienen
una LDgg de 60 y 113 blastosporas/mm-3 para B. argentifolli en dos bioensayos
sepatados con relaciones de 39 y 3.8 (LDsg B. bassiana y LDsg P.

fumosoroseus) respectivamente.

Recientemente se cultivaron conidias y esporas de B. bassiana
provenientes de un aislamiento de la coleccion de cepas de hongos
entomopatdgenos del Centro Nacional de Referencia de Cortrol Biol6gico, en

medio liquido con la siguiente composicién (NH4)2 SO4 como fuente de

nitrégeno, melaza como fuente de carbono y (KHy PO4) como fuente de
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potasio. Con este medio de cultivo obtuvieron 2.476 g de biomasa/L de medio

y 2.256 x 10" esporas/mL. (Garcia, G. et al., 1997)

1.1.4. Paecilomyces fumosoroseus

1.1.4.1. Distribucién.

P. fumosoroseus, (Deuteromicotina: Hyphomycetes) es un hongo
potencialmente dtil para el biocontrol de plagas de importancia econémicy en
la Agricultura, tal como la mosca blanca (B. tabaci ). Por otra parte P.
fumosoroseus  es una especie ampliamente distribuida geogrificamente que
puede infectar diferentes 6rdenes de insectos en todas las etapas de su
desarroilo, ademas es aislada frecuentemente de muestras de suelo. (Samson,
1974; Tigano-Milani et al., 1963) Recientemente, en diferentes partes del
mundo, en Estados Unidos y subcontinente de la India, P. fumosoroseus ha

atacado a B. wbaci y provocado verdaderas epizootias. (Lacey, et al., 1993)

1.1.4.2. Morfologia.

P. furmosoroseus se identifica por la formacién de hifas hialinas, amarillentas,
septadas y de paredes lisas. Las estructuras conidiégenas en su mayoria
consisten de ramales de conidioforos verticales o ircegulares, (sinetosas o
mononematosas) presentando en la parte terminal cada rama acumulos de

células de conidiégenas. Este tipo de células son fialidicas y consisten de una

Nitecedernles g ' T 2 6
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parte basal cilindrica o hinchada, que tdpidamente termina en un cuello largo

muy distintivo. (Samson, 1974)

1.1.4.3. Modo de accidn.

P. fumosoroseus causa la morralidad entre 24 y 48 horas en todos los estadios
de la mosca blanca. Se ha demostrado mediante estudios de microscopia
electrénica de transmisién y de barrido que la conidia ataca el dorso del
insecto, los tubos germinativos penetran v en 24 horas las hifas se forman en el

hemocele. Finalmente el micelio emerge del cuerpo en 48 horas y esporula a
las 72 horas. (Osborne, et al., 199Q)

1.1.4.4. Rango de hospederos.

El interés en el desarrollo comercial de P. fumosoroseus comenzoé a finales de
1980 cuando B. tabaci y en especial B. argentifolii se dispersaron rédpidamente y
llegaron a ser una peste importante en campos e invernaderos. El daiio
alrededor del mundo es estimado en cientos de millones de délares
anualmente. (Vidal, et al, 1998) Las pérdidas econdmicas atribuidas a B.
argentifolii en los Estados Unidos fueran estimadas en 1 billén de délares en
1992, otra plaga susceptible a P. fumosoroseus es Diuraphis noxia que ha
causado un impacto econdmica directa e indireccamente en 1 billén de délares

desde mediados de los 80°s s6lo en E.U.A. (Vandenberg, ]. D., 1996)
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P. fumosoroseus se ha descrito como un patdgeno natural investigado
para el control biol6gica de 41 especies de plagas de 8 ordenes de inseccos.
Dentro del uso para control que se le ha dado a este hongo estdn las
siguientes: mariposa del fruto del durazno (Carposina sasakii Matsumura),
termitas, escarabajo colorado de la papa (Lepunotarsa decemlineata Say),

mariposa gypsy (Lymaneria dispar L y Galleria mallonella L). (Samson, 1974)

1.1.4.5. Produccién de blastosporas.

P. fumosaroseus crece como micelio en superficie o en cultivo sumergido. Las
conidias aéreas son la resistencia natural y dispersién del hongo. (Lépez, et al.,
2000) Las blastosporas o cuerpos de hifas son células sencillas de pared
delgada o fragmentos miceliales, que son producidas en las puntas de las hifas

o directamente de blastosporas individuales. (Jackson et al., 1997; Vidal et al.,
1998)

En las fermentaciones liquidas los pardmetros y disefios se estdn
estudiando y pueden ser controlados mediante computadoras automatizadas.
La produccién es rapida, reduce problemas de contaminacién, pero el tipo de
propigulo formado puede no estar disponible para la subsecuente aplicacién
en campo. Por el contrario en fermentaciones sélidas los costos de energfa
son bajos y todos los tipos de propigulo pueden ser producidos. Ademds, la

sobrevivencia de estos propdgulos es relativamente alta y el hongo puede

“Artgcedenilas 28



PRODUCCION EN DIFERENTES MEDIQS DE CULTIVO Y SOBREVIVENCIA OE BLASTOSPORAS
___ DE Pascilomycss fumosoroseus (Wize) Brown & Smith {Deuteromicoting; Hyphamycewes)

utilizar el sustrato sélido como una infeccién producida en la naturaleza.

(Samson, et al., 1988k)

El fermentador de tanque agitado es uno de los bioreactores mads
usados cominmente, tiene una forma de un cilindro vertical con un
mecanismo de agitacién colocado centralmente; estos teactores producen una
agitacton fuerte al medio de cultivo con buena homogenizacién y un alto
coeficiente de transferencia de gas, y evita la agregacién del micelio. Sin
embargo un inconveniente es et dafio que causa al micelio al estar en contacto
con el sistema de agitacién. Los tanques de fermentacién agitado han sida
empleados para la produccién de micelio y levaduras de todos los hongos
entomopatdgenos més comunes. (Samson, et al., 1988c) Por otra parte, para
el desarrollo de un medio de cultivo se debe tomar en cuenta su sencillez, asi
como el aspecta econdmico, esto repercure en la comercializacion del
producto, llegando a ser un factor limitante en su aceptacién y uso. Un medio
de cultivo debe contener basicamente una fuente de carbono, una fuente de
nitrégeno, sales inorgdnicas y condiciones controladas en el proceso de

desarrollo de los hongos como son: temperatura, pH y aireacién. (Valenzuela,

1987)
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1.2. HIPOTESIS

Los medios de cultivo liquidos a base de sacarusa como fuente de carbono y
harina de soya o peptona de coligena como fuente de nitrégeno pueden
mejotar la eficiencia de la produccidn y sobrevivencia de blastosporas de
Paecilomyces fumasoroseus, con respecto al medio de cultivo a base de

casaminodcidos.

oblesis———— " s R e S R
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1.3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccién de blastosporas de P. fumosoroseus en diferentes medios

de cultivo liquidos a base de sacarosa comoa fuente de cacrbono y harina de soya

o peptona de coldgena como fuente de nitrégeno a nivel matraz y seleccionar

el medio 6ptimo para la produccién en fermentador de 5 L.

1.3.1.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Probar medios de cultivo liquidos con diferentes concentraciones de fuente
de carbono (sacarosa) y de nitcdgeno (harina de soya o peptona de
coldgena).

Producir blastosporas de P. fumosoroseus a nivel matraz en los diferentes
medios de cultivo disefiados.

. Evaluar la sobrevivencia a diferentes intervalos de tiempo a los productos
obtenidos con los medios de cultivo formulados.

. Producir blastosporas de P. fumosoroseus a nivel fermentador (250 t.p.m -
1.0 viv.m. y 400 r.p.m. — 1.5 v.vam.) con el medio de cultivo que favorecis
(a produccién de blastosporas a nivel matraz.

. Evaluar la sobrevivencia a diferentes intervalos de tiempo a los productos

obtenidos de las fermentaciones.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Obtencion y conservacién del material biolégico.

En el presente estudio se utilizd ¢l hongo entomopatdgeno Paecilomyces
fumosoroseus clave Pfr-612, aislado de la mosquita blanca (B. argentifolii) en
Weslaco, Texas. El microorganismo fue proporcionado por Collection of
Entomopathogenic Fungi del United States Departament of Agriculture -
Agriculture Research Service (USDA-ARS), con sede ¢n Peoria, Illinois. Esta
cepa se proparciond cn viales criogénicos conteniendo glicerol al 10%. Para la
conservacion de la cepa, se tomaron 100 ul del vial y se sembraron por
extension en Agar Papa Dextrosa DIFCORPDA) y luego se incubaron a
temperatura ambiente durante 2 semanas. Posteriormente de este cultivo se

realizaron cortes de aproximadamente 1 mm?, se depositaron en glicerol
SIGMAR (0 % y se almacenaron a —80 °C.

2.2. Medios de cultivo.

Con el objetivo de seleccionar los medios de cultive més favorables para la
produccién y sobrevivencia en almacenaje de las blastosporas de P.
fumosoroseus, se probaron difetentes medios de cultivo liquidos, utilizando
sacarosa como fuente de carbono y harina de soya o peptona de col4dgena
coma fuente de nitrégeno. (Tabla No. 5) Los medios probados contenian en
su formulacién 50 % de medio basal (Tabla No. §). Como control se utilizé el

medio reportado por Jackson, et al., 1997. Los experimentos se realizaron por

B e T
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triplicado y los resultados se sometieron a un Anélisis de Varianza y una
comparacién miltiple de medias mediante una prueba de Tukey, con una
p<0.05 (SPSS 8.C for Windows). Los experimentos se realizaron en tres

etapas:

2.2.1. Disefio de medios de cultivo con diferente concentracion de
sacarosa.

En la Tabla No. 5 se muestran los medios de cultivo disefiados con diferentes
concentraciones de sacarosa como fuente de carbono y harina de soya
constante (3.0 g) como fuente de nitrdégeno y corresponden a A-1, A-2, A-3 y
A-4.

2.2.2. Disefio de medios de cultivo con diferentes concentraciones de
harina de soya.

Se selecciond 8.0 g de sacarosa del medio A-1. Después se disefiaron medios
de cultivo con esta concentracidn de sacarosa y 5 concentraciones diferentes
de harina de soya, cuya composicion se muestra en la Tabla Na. 5 y

corresponden a los medios de cultivo B-1, B-2, B-3, B-4 y B-5.

2.2.3. Diseria de medios de cultivo con dos concentraciones de sacarosa y
peptona de coligena como fuente de nitrdgeno,
En los medios de cultivo anteriores el proceso de recuperacién de blastosporas

se dificulta, debido a la gran proporcion de sélidos insolubles provenientes de
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la harina de soya. Por tal motivo se buscé una alternativa para sustituir esta
fuente de nitrdgeno y se probd con la peptona de coldgena, es mas soluble y
facilita el proceso de secado. Los medios de cultivo disefiados se muestran en

la Tabla No. 5 y corresponden a C-1 y C-2.

Tabla No. 5. Comparacién de los medios de cultivo estudiados.

Lngrediente (% )

Medios de Harina Peptona Casaminodcidos  Sacarosa  Glucosa
cultivo de soya de coldgena
Al 30 80
Al 30 6.0
A3 3.0 4.0
A-4 3.0 20
B-1 38 8.0
B-1 3.0 8.0
B-3 2.4 8.0
B-4 1.5 8.0
B-5 0.8 8.0
c-1 4.5 20
C-2 4.5 10.0
Control 2.5 8.0
Waterial y mvétodos 4
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Tabla 6. Componentes del medio basal.

Ingrediente: Cantidad (g/L)
KH,PO, 4.000
MgSO,. 7H,0 0.600
CaCl,. 2 H,O 0.800
FeSO,. 7 H,0O 0.100
Co(l, . 6H,O 0.037
MnSO, 0.016
ZnS0,. 7TH,O 0.014

2.3. Experimentos realizados a nivel matraz.

2.3.1. Activacion de la cepa.

A partir de los viales de P. fumosoroseus (Pfr-612) se tomaron 100 ul para
activar la cepa en PDA, luego se incubaron a temperatura ambiente por 14 a
21 dias.

2.3.2. Preparacién del indculo.

Para obtener una concentracién de 5 x 10° conidias/mL; al cultivo anterior se
le adicionaron 5.0 a 10.0 mL de agua destilada estécil (para remover las
conidias del micelio) y de esta suspensidn se transfirté de 1.0 a 5.0 mL al frasco
de dilucion que contiene agua destilada, después se contaron las conidias en

un hemocitometro hasta obtener un promedio de 50 conidias entre los cuatro
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cuadrantes, equivalentes a 5 x 10° conidias/mL. Posteriormente se deposits
un 10 % (v/v) de la suspension a matraces Erlenmeyer bafleados de 500 ml. de
capacidad conteniendo 100 mL del medio Jackson et al., 1997, pero con 1.5 %
de casaminodcidos. Se incubaron a 300 r.p.m. (New Brounswick Scientific)

28°C por 72 horas.

2.3.3. Produccidn de blastosparas.

A cada uno de los medios de fermentacién y al control se les depositaron
1x10° blastosporasfml. del cultivo anterior. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado en macraces Erlenmeyer bafleados de 250 mL de
capacidad con 50 mL de medio disefiado y control (Tabla No. 5). Se
mantuvieron en agitacion rotatoria (New Brounswick Scientific) a 300 t.p.m.
a una temperatura de 28°C durante 72 haoras. Al finalizar el proceso de
fermentacién se determinaton blastosporas/mL y wviabilidad de las esporas
antes de secarlas; el resto del producto se someté al proceso de secado por

aire.

2.3.3.1. Cuenta de blastosporas.

De cada uno de los productos obtenidos con los diferentes medios de cultivo
estudiados se tomd 1.0 mL y se diluy6 con 9.0 mL de agua destilada estéril,
contenida en tubos de ensaye (dilucién 1:10); posteriormente se efectuaron
diluciones de 1:100 y 1:1000. Finalmente se efectué un recuento de las

esporas en el hemocitometro y se reportaron blastosporas/mL.

‘Material y méiodo’ o _3'6
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2.4. Recuperacion de las blastosporas.

Se realizé al final de la fermentacién. Se utilizd el método de secado por aire y
consistié6 en lo siguiente: el medio de fermencacién de cada uno de los
diferentes cultivos experimentados se pasd dos veces a través de una malla,
con la finalidad de eliminar e! micelio. Después el sobrenadante recuperado se
mezcld con 5% de tierra de diatomeas (w/v) (HYFLQO, Celite, Corp. Lompoc,
CA US.A.) y se filerd al vacto con papel filrro Whatman No.1. El filtrado se
dej6 secar toda la noche a temperatura ambiente y 65% de humedad relativa,
luego se raspd para recuperarlo y pulverizarlo con un mortero. El extracto
recuperado fue empacado en bolsas de pléstico selladas al vacio (Empacadora
de vacio, Marca Webomatic) v almacenadas a 4°C. A los extractos obtenidos
con los medios de cultivo disefiados se les determinaron pruebas de viabilidad
a diferentes intervalos de tiempo para ver la sobrevivencia de las blastosporas:

1,7, 30, 60, 90, 120 y 150 dias o hasta Hegar a un 50% de viabilidad.

2.4.1, Viabilidad,

Se realiz6 de acuerdo a la germinacién de las blastosporas.  El criterio para
considerar una espora germinada es cuando se forma un tubo germinativo tan
largo como la mitad del didmetro de la espora.  El mérodo consiseié en lo
siguiente: se tomd una muestra pequefia del extracto (50 mg) y se mezclé con
50 mL de caldo dextrgsa sabouraud (BIOXON®) contenida en martraces
Erlenmeyer bafleados de 250 mL de capacidad. Este cultivo se mantuvo en

agitacién rotatoria (New Brounswick Scientific) a 300 r.p.m., 28°C por §
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horas. Después sc realizaron frescos directos de cada uno de los cultivos y se
contaron 100 blustosporas (germinadas y no germinadas); para sacar la
proporcién de esporas viables. La viabilidad de las blastosporas se expresé en
porciento de germinacidn. Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de

varianza y una prueba de Tukey con una p<0.05.

2.5. Bioensayos preliminares en dieta artificial.

Ly determinacion de la mortalidad se hizo por medio de bioensayos, con larvas
de Trichoplusia ni, Spudoptera exigua, Helivthis virescens y Diatrea sacharalis, y se
realizaron de la siguiente manera:

Se utilizaron copas del No. O, las cuales contenfan dieta artificial Shorei, ésta
se roci6 con {00 uL de una suspension de blastosporas frescas (recién
cosechadas), resuspendidas en agua.  El producte rociade tenfa una
concentracion de 1x10° blastosporas/mL, y se obtuvo de una fermentacién de
3 dfas con el medio de casaminoécidas como fuenre de nitrdgeno y glucosa
como fuente de carbono. Para cada formulado y su blanco se utilizaron 25
copas por triplicado, para dar un total de 75 copas. En cada una se colocéd una
larva neonata de cada insecto. Cada copa se tapd y se colocaron 25 copas en
cada baolsa de papel previamente ctiquetada y luego se cerraron. La mortalidad
se determind diariamente, hasta llegar al séptimo dia. A los datos obtenidos se

les determind el porcentaje de mortalidad.
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2.6. Experimentos a nivel fermentador.

El medio de cultivo que presentd los resultados mis Gptimos en relacion a la
produccion de esporas fue seleccionado y extrapolado a un Microfermentador
(Modelo Bioflo 111 New Brunswick Scientific Co., Inc) de cinco licros de

capacidad de acuerdo a la siguiente metodologfa:

2.6.1. Activacion de la cepa.

Descrita anteriormente en el punto 3.1.

2.6.2. Preparacién del inéeulo.

Descrita anteriormente en el punto 3.2.

2.6.3, Produccion de blastosporas.
Del cultivo anterior se depositaron 1x10° blastosporas/mL  al

Microfermentador de cinco litros de capacidad conteniendo 3 litros del medio

de cultivo seleccionado. Los experimentos se realizaron por triplicado.,

2.6.4. Condiciones de fermentacién.

Para rratar de encontrar una alta concentracién y una mayor sobrevivencia de
las blastosporas se utilizaron dos combinaciones de aereacién y agitacion: 1.0
vvmy 290 r.p.m.; 1.5 v.vam. y 400 r.pm. La temperatura durante el proceso
de fermentacién se mantuvo a 28°C . El tiempo del proceso se considerd hasta

llegar a una concentracién de blastosporas x10°. Para controlar la espuma se

Malerial y métados
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utilizé el antiespumante tipo "A" de siliconas Dow Corning al 10%,
agregindose durante la fermentacién bajo condiciones necesarias. Durante el
proceso  de fermentacién se colectaron muestras de 10 mbL  del
Microfermentador cada 2 horas para determinar lo siguiente: concentracidn
de blastosporas/mL y pH; también se tomaron lecturas del porciento de
Oxigeno consumido. Al terminar el proceso, la biomasa se someti6 al proceso

de secado por aire.

2.6.4.1. Cuenta de blastosporas.
A las muestras colectadas cada 2 horas se les determiné la concentracion de

blastosporas/mL de acuerdo a la metodologfa descrita a nivel martraz.

2.6.4.2. Medicién de pH.

Se midié con el potenciometro a las muestras colectadas cada 2 horas.

2.7. Recuperacion de las blastosporas.
Al finalizar el proceso de fermentacién, la biomasa se someti§ al proceso de

secado por aire, de acuerdo a la metodologia desctita en el punto 3.4.

2.7.1. Viabilidad.

Se seguié el procedimienta descrito en el punto 3.4.1.

‘Matenal y médtodos ™ 20
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3. RESULTADOS

3.1. Nivel matraz.

3.1.1. Medios de cultivo con diferente concentracion de sacarosa.

3.1.1.1. Concentracion de blastosporas.

En la Figura No. 3, se muestran los resultados obtenidos de la concentracién
de blastosporas de P. fumosoroseus obtenidas a las 72 horas de las
fermentaciones en diferentes medios de cultivo a nivel matraz, el valor para el
medio de cultivo A-1 fue el mayor (7.0 x 10° blastosporas/mL) de los medios
probados (Tabla No. 5). En el ANOVA se encontré que existe diferencia
significativa entte los datos de los medios. Sin embargo no hay diferencia
significativa entre los datos de los medios A-2, A-3 v A-4. La comparacién de
medias nos sugiere que el medio A-1 es similar al control; por lo tanto se
considerd esta concentracién de sacarosa para el disefio de los medios de

cultivo pasteriores, combinada con diferentes concentraciones de harina de

30ya.

3.1.1.2. Estabilidad de almacenaje de las blastosporas.

En la Figura No. 4 se muestra una comparacién de los resultados obtenidos en
la viabilidad de las blastosporas de P. fumosoroseus, en diferentes medios de
cultivo, vemos que la sobrevivencia después de terminar el proceso de

fermentacion es de 90 a 100% en todos los medios de cultivo probados.

‘Resukados
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También se observa que después de secar las muestras por aire con 5% de
tierca de diatomeas la viabilidad se afecra ligeramente entre 85y 97%. Enla
Figura No. 5 se muestran los resultados de sobrevivencia de las blastosporas
obtenidas en los medios de cultivo ¢studiados a diferentes periodos de tiempo.
Se obsetvé un bajo indice de sobrevivencia después de 60 dias: 46% en el
medio A-1, 54% en el A-Z y un 29% en el A-4. El medio A-3 muestra una
viabilidad similar (75%) al control. Se encontré que existe diferencia
significativa entre los valores de los medios de cultivo probados p<0.03, a

diferentes intervalos de tiempo (Tabla No. 7).
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Figura No. 3. Produccién de blastosparas de P. fumosoroseus en medios
de cultivo con diferente concentracién de sacarosa y harina de soya. Las
barras representan la desviacién estindar de las blastosporas/mL.
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Figura No. 4. Comparacién de los medios de cultivo a base
de diferente concentraci6n de sacarosa y harina de soya, en la

germinacién de blastospotas de P. fumosoroseus.
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Figura No. 5. Sobrevivencia de blastosporas de P. fumosoreseus producidas
en los medios de cultive con diferente concentracién de sacarosa y harina
de soya. Las barras representan la desviacion estdndar del % de germinacién.
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Tabla No. 7. Germinacion de las blastosporas de P. furmosoroseus producidas
en medios de cultivo a diferente concentracién de sacarosa y harina de soya.

Tiempo Medios de % Germinacion + DS
{diay) cultivo

0 A-l 93.0 + 1.7
Al 973 £ 15™

Al 920+20°

A-4 98.7 £ 06"
Control 06.0 = 2.0

1 A-1 85.3x11"
A-2 930 20"

A3 gL.3+06"

A4 977+ 0.6°

Control 940+ 1.7%

7 A-l 803*29*
A2 82.7x1.6°

A-l 803+ L53°

A-4 810 +2.0"

Control 800x15"

30 A-l 61.7+29"
A-l 82.0 £ 1.0"

A-3 78.0 = 3.0°

A4 740 £20°

Contol 86.7 + 2.5°

90 A-l 46.3+27°
A-2 543 +20°

A-3 2.3+30°

A4 287 x2.5°"

Control 7130+ 30"

D5: Desviacion estdndar. n=]. Valor zeguida por una letra igual no son difecentes
Significabivamente entre los medios de cultivo para un dia, Tukey P <0.05
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3.1.2. Medios de cultvo con diferenites concentraciones de harina de soya.

3.1.2.1. Concentracion de blastosporas.

En la Figura No. 6, se muestran los valores cobtenidos del conteo de
blastosporas/mL de P. fumosoroseus después de 72 horas de fermentacién en
mattaces bafleados con diferentes medios de cultivo formulados. Observamos
que el valor del medio B-1 fue el mayor (11.2 x 10® blastosporas/mL),
incluyendo al control (10.1 x 10® blascosporas/mL); el medio B-2 muestra una
concentracion menor (3.00 x10° blastosporas/mL ). Se encontré que existe
diferencia significariva entre los datos de los medios, P<(0.05. Los datos nos
sugieren que el medio B-1, es el medio de cultivo 6ptimo para escalatlo a nivel
de fermentador, sin embargo falta determinar la sobrevivencia para poder

seleccionatlo y extrapolarlo.

3.1.2.2. Estabilidad de almacenaje de las blastosporas.

En la Figura No. 7 y No. 8 se muestra una comparacién de los resultados
obtenidos en la viabilidad de los extractos de P. fumosoroseus, las cuales se
produjeron en diferentes medios (B-1, B-2, B-3, B-4 y B-5), vemos que la
sobrevivencia al terminar el procesv de fermentaci6n es alrededor del 100%
para todos los medios de cultivo en el “0”dfa. Observamos que después del
procesa de secado por aire en el ler. dfa, una viabilidad de 90 a 95% en todos
los medios de cultivo.  Posteriormente los extractos se almacenaron a 4°C y

el valor del medio B-5 muestra un bajo indice de sobrevivencia (53%) después
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de 120 dias (4 meses), incluso el medio control (43%). Por otra parte los
medios de cultivo B-1, B-2, B-3 y B-4 mostraron viabilidades similares en ese
perfodo de almacenamiento (66 a 74% de germinacidon).  Estos valores
encontrados se presentan a partit de los 30 dias de almacenamiento, ¢l medio

B-5y ¢l contral disminuyen ligeramente.

Se encontré que existe diferencia significativa entre los valores de los
medios de cultivo, a diferentes intervalos de tiempo (7, 30, 60 y 120 dias),
micntras que en el “0" y 1 dias, no existe diferencia significativa entre los
medios de cultivo, (Tabla No. 8). El medio de cultivo B-1 se considers el
dptimo en la cuenta de blastosporas/mL y con tespecto a la sobrevivencia

resultd de Jos mds viables hasta los 4 meses de almacenamiento; por lo cual se

podria escalar a nivel fermentador.
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Figura No. 6. Produccién de blastosporas de P. fumasoroseus en
medios de cultivo con diferente concentracion de harina de soya.
Las barcas representan la desviacion estdndar de las blastosporas/mL.
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Figura No. 7. Comparacion de los medios de cultivo a base
de diferente concentracién de harina de soya, en la germinacién
de blastosporas de P. fumosoroseus
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Figura No. 8. Sobrevivencia de blastosporas de P. fumosoroseus producidas
en medios de cultivo con diferente concentracién de harina de soya. Las
barras representan la desviacién estindar del % de germinacién.
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Tabla No. 8. Germinacién de las blastosporas de P. fumosoroseus producidas
en medios de cultivo a diferente concenrracion harina de soya.

Tiempo Medios de cultivo % Germinacién * DS
{dias)
Q B-1 986 £0.60"
B-2 98.6 + 0.6°
B-3 99Q0+£0Q0Q0 "
B4 99.0200"
B-5 993 £ 0.6
_ Control 986 +12"
l B-1 93.6+2.6"
B-2 W0o+130"
B-3 8.7 £ 46"
B.4 91.7+ 1.5
B-5 94.7 = 2.1°
Control 937 40"
7 B-1 92.7 x2.5°
B-2 940 + 3.6
B-3 96.7 = 0.6"
B-4 91.0+ 06"
B-5 801 x2.1"
~ Control 921 x2.5°
30 B-1 89.0 x 1.0°¢
B.2 887+ 15°¢
B-3 91.2 = 1.5
B-4 94.7+15¢4
B-5 I /U5
e Control Ble+15"
60 B-1 830+ 2.6°
B-2 830+ 36
B-3 81.0 = 2.6°
B-4 60.0 +2.0°
B-5 62.0 £1.0"
Control 620+26"
120 B-1 69.3 +3.05¢
B-2 70.0 » 2.0+
B-3 74.0 £ 2.00°
B4 66.0+2.0°
B-5 533x12°
Contral 43.60 > 2.4*

DS: Desviacitn estdndar. a=J. Valor seguido por una leas igual o son diferentes significativamente
eatre los medios de cultivo para un dla. Tukey P<0.05.
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3.1.3. Medios de cultivo con dos concentraciones de sacarosa y peptona de

coligena como fuente de nitrégeno.

3.1.3.1. Concentracién de blastospotas.

En la Figura No. 9, se muestran los resultados obtenidos de la cuenta de
blastosporas de P. fumosoroseus obtenidas a las 72 horas de fermentacién en los
medios de cultivo mencionados en el punto 3.1.3, los valores del medio C-1
fueron los mds altos (9.5 x 107 blastosporas/mL), mientras que el medio C-2
disminuyd considerablemente a 3.78 x 10° blastosporas/mL, al igual que el
conrrol (3.76 x 10° blastosporas/mL). A pesar de que se observa una marcada
diferencia entre los medios, en el ANOVA se encontré que no existe
diferencia significativa entre los datos de¢ los medios. La comparacién de
medias nos sugiere que ambos medios presentan similitud estadistica al medio

conrrol; por lo cual ambos medios de cultivo pueden emplearse para estudios

posteriores.

3.1.3.2. Estabilidad de almacenaje de las blastosporas.

La Figura No. 10 muestra una comparacidn de los resultados obtenidos en la
viabilidad de las blastosporas de P. fumosoroseus, en los medios C-1 vy C-2; v
observamos que la sobrevivencia al terminar el proceso de fermentacién es
alrededor del 95% para ambos medios al “0” dias. También observamos que el
proceso de secado afecta ligeramente la sobrevivencia de las blastosporas al

ler. dia (92% en promedio). Posteriormente los extractos fueron almacenados
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a 4°C y los dutos de ambos medios presentaron un comportamiento similar en
la sobrevivencia, asi tenemas que a los 180 dias (6 meses) de almacenamiento,
muestran una disminucién hasta el 50% de germinacién ambos medios,

incluyendo el control.

Se encontrd que no existe diferencia significativa entre los medios,
(Tabla No. 9). El medio C-1 se consider el Gptimo para extrapolarlo a nivel
fermentador; ya que la cuenta de blastosporas/ml y sobrevivencia mostraron
mejores resultados para su escalamiento.  Por tal motivo el medio de cultivo

C-1 se utilizo para la produccién de biomasa de P. fumosoroseus en el

Microfermentador con un volumen de trabajo de 3 L.
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)
+

Bfastosporas/ml (IO9 )
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e,
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0 L)
C-1l C2 CONTROL
Medios de cultiva

Figura No. 9. Produccién de blastosporas de P. fumosoroseus
en medios de cultivo con sacarosa v peptona de colagena. Las
barras representan la desviacion estdndar de las blastosporas/mL.
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Figura 10. Sobrevivencia de blastosporas de P. fumosoroseus
producidas en dos concentraciones de sacarosa. Las barras
representan la desviacién estdndar del % de germinacién.

‘Resuitados

53



Tasis Ooctoral, Especiaidad Biotecnalogle
N (gela Guontam.Zapaia, 901

Tabla 9. Sobrevivencia de blastosporas de P. fumosoroseus en
medios de cultivo con dos concentraciones de sacrosa.
Germinacién (%)

Medios de Q 1 7 30 60 90 120 150 180
cultivo
C-1 Media 930 910 900 933 921 813 753 637 500

2DS 10" +10* 2100 £40' £06® 206 206" 206 =0*

C-2 Media 940 920 9.7 923 900 503 770 630 5156
+DS§ 10" 10" 21" 3.5 06" =06 =10 =*=17' =06

Contwol  Media 960 930 917 910 870 810 743 643 503
+D§ 000 *23° +2.1° 45" +0.6° =1.0" *06" =*16* 0.8

DS Desviacion estandar,
n=3. Valor seguido por uaa letra igual na son diferentes significativamente entre los medios de cultivo para un dfa.
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3.2. Bioensayos preliminares contra lepid6pteros.

La determinacién de la mortalidad se realiz6 con bioensayos sobre larvas de T.
ni, S. exigua, H. wvirescens y D. sacharalis a nivel de laboratorio con dieta
artificial a base de vitaminas. Las copas con dieta artificial se asperjaron con
hlastosporas frescas a dos concentraciones: 1.0 x 108 y 1 x 10 blastosporas/mL
antes de infestarlas. Las blastosporas frescas se obtuvieron de una
fermentacién de 3 dias con el medio reportado por Jackson et al., 1997 vy
solamente se filtraton a través de una malla y al sobrenadante se resuspendié
en agua desrilada a las concentraciones mencionadas anteriormente.  Las
copas infestadas se incubaron a temperatura ambiente y cada 24 horas se
midié la mortalidad, hasta flegar a al 7% dia (158 horas). Al terminar se

determing el porciento de mottalidad para cada insecto y dosis.

En la Figura Na. 11, se obsevé la eficacia de las blastosporas de P.
fumosoroseus y en general vemos que las dosis aplicadas mostraron un indice de
mortalidad muy bajo, menor del 10%, para los cuatro insectos. Comparando
a las dos concentraciones, vemos que 1 x 10® blastosporas/ml, aumenta
ligeramente el porciento de mortalidad. Se recomienda implementar otta
técnica de bionsayo; tales como, incrementar la humedad ambiental al 85%,
aplicar blastosporas més puras, es decir separarlas por filtracién o

centrifugacion, aplicar blastosporas directamente a los insectos antes de

colocarlos en la dieta artificial.

i - -
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Figura No. 11 . Morrtalidad de blastesporas de P. fumasoraseus
a dos concentraciones contra {A) H. virescens, (B) S. exigua,

(C)T. ni vy (D) D. sacharalis.
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3.3. Produccion de blastosporas de P. fumosoroseus a nivel fermentador.
Para la produccion de las blastosporas se utlizé el medio C-1 (Tabla No. %),
que contiene 2.0 g de sacarosa y 4.5 g peptona de coligena. Las

fermentaciones se realizaron a 250 r.p.m. — 1.0 v.v.m. y 400 r.p.m.-1.5 v.v.m.

3.3.1. Concentracién de blastosporas.

En la Figura No. 12 y Tabla No. 10 se muestran los resultados de la
produccién de blastosporas y se observé un incremento a 400 r.p.m (1.48 x 10°
blastosparas/ml) a las 24 koras de fermentacién, sin embargo a 250 r.p.m. el
proceso concluyé a las 30 horas y la produccién fue de 1.30 x 10
blastosporas/mL.  En la Figura No. 12 se observa el comportamiento del
hongo durance el proceso de fermentacién a estas condiciones de agitacién y
aireacién y muestran el crecimiento del hongo a partir de las 20 horas, sin
embargo a 400 c.p.m. se incrementa exponencialmente la concentracién de
blastosporas/mL y concluye a las 24 horas. El crecimiento es més lento a 250

r.p.m. y la produccién médxima concluye a las 30 horas.

En la Figura No. 12 se muestra el comportamiento de pH durante el
crecimiento del hongo en ambas condiciones de agitacién y aiteacién, v
observamos que este valot permanece constante las primeras 12 horas (5.3 a
5.6), después se incremenra ligeramente de las 16 a 18 horas y finalmente

disminuye a 5.3 hasta terminar el proceso de fermentacién.

- -———— - — —— e
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Tabla No. 10. Produccién de blastosporas de P. fumaosoroseus a nivel

fermentador a dos condiciones de agitacion.

Velocidad de agitacion
{r.p.m.)

Tiempo de fermentacidn
{horas)

Blastosporas/mL ([0°)
Media + DS

250

400

30

24

1.30x=1.5

1.45 = 0.6

D&: Desviacian estandar, n=3

pH

Blastosporas/mL (IO8 )

600

§75 —

50

525 —

5 ano-

o

1z 4

08 -

04 4

o

Q

—@— 250 rp.m.- 1.0 v.van.
~a- 400 rp.m. 1.5 vivm.

v

- eeuu-teoul

b+

2 4 6 & 10 12 1 15 183 A N2 4 B B N

Tiempo (horas)

Figura No. 12. Efecto de la agitacion y aireacion sobre la produccion
de blastospaoras de P. fumosoroseus.
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3.3.2. Consumo de oxigeno.

La Figura No. 13 muestra el consumo de oxigeno duranre el crecimiento de P.
fumosoroseus a 250 y 400 r.p.m. y observamos un consumo del 60% a las 14
horas de fermentacién para ambas condiciones. A 250 r.p.m. permancce
ligeramente constante (50%), de las 12 a 20 horas y a partir de este tiempo
disminuye a un 5% a las 30 horas. Por el cantrario a 400 r.p.m. el consuma de

oxigeno es mds rdpido y a las 24 horas del proceso disminuye hasta un 5%.

3.3.3. Viabilidad de las blastosporas.

La viabilidad de los extractos obtenidos a 250 y 400 r.p.m. se muestra en la
Figura No. 14, donde se observé valor similar para ambas condiciones en el
indice de sobrevivencia de los extractos almacenados a 4°C y temperatura
ambiente. Los extractos a 250 r.p.m. presentaron un 60% de viabilidad a los
60 dias de almacenamiento a 4°C (Tabla No. 11 y Figura No. 15); mientras
que los obtenidos a 400 r.p.m. muestran una disminucién en la sobrevivencia
hasta el 50%. Por otra parte [os extractos recuperados en ambas condiciones
de agitacién y almacenados a temperatura ambiente disminuyeron la

viabilidad hasta el 50% a los 30 dias de almacenamienta (Tabla No. 12).

AR vy S ———— g v——
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Tabla No. 11. Sobrevivencia de extractos de P. fumosoroseus
producidos a nivel fermencador y almacenadas a 4°C.

Velocidad % de germinaciéon + DS (dias)
_de agitacién 0 1 1 30 60

250 r.p.m 936+ 2.2 87.3+38 82325 12.7+25 65.3%3.2

400 r.p.m. 953x1.2 88.0£2.0 81x2.6 TL.3x3.2 54=2.6

DS. desviacion estdndar, n=3

Tabla No. 12. Sobrevivencia de extractos de P. fumosoroseus
producidos a nivel fermentador y almacenadas a temperatura ambiente.

Velocidad de % de germinacién = DS (dias)
agitacién 0 1 7 30

250 r.p.m 93.7x 1.1 82.3x2.5 73.0+2.6 56.0+2.0

400 c.p.m. $5.60x1.2 78.0+4.4 99.0x2.0 45.0£2.0

DS: desviacida esténdar, a=3
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Figura 13. Efecra de la agitacidn y aireacidn sobre el consumo

de oxigeno en la produccion de blastosporas de P. fumosoroseus
a 250y 400 r.p.m.

Hesuttados




Tesis Ooctral. Espedlalidad Siotecnalogia

— Isel Quintero fagata, 2001 -

100
‘%' —®— 250 rp.m -¢°c
Sy %‘. —& W rpm-4*C
= 80 \:“ —~ \Q. —& - 250 r.pm, - ambienic
g ~N.Ow l\ —%— 400 r.p m. - amdwenie
S 60 g N
g \\\. S
.
£l
O
o
20

Tiempo (dias)

Figura Na. 14. Comparacida de velocidad de agitacién y
ulmacenamiento en la sobrevivencia de blastosporas de
P. fumaosoroseus producidas a nivel fermentador.
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Figura No, 15. Sobrevivencia de blastasparas de P. fumosoroseus
producidas en dos candiciones de agitacién y almacenamiento.
Las barras representan la desviacion estandar del % de germinacién.
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DISCUSION

Las formulaciones con blastosporas del hongo entomopatogeno P.
fumosoroseus se dificultan al producirlas en medios de cultivo liquidos debido a
que disminuye la sobrevivencia en un periodo corto. En este trabajo se
incrementd la viabilidad de los extractos producidos a nivel de matraz en el
medio de cultivo a base de sacarosa como fuente de carbono y peptona de
coligena como fuente de nitrogeno hasta los ¢ meses de almacenamiento a
4°C, la cual representa una alternativa en la produccion de P. fumosoroseus a

gran escala.

Se utilizaron medios de cultivo liquidos para praducir blastasporas de P.
fumosoroseus (Pfr- 612), debido a que proporcionan mayores ventajas que los
medios de cultivo sélidos y esto concuerda con Samson, et al., 1988, quien
describe que en fermentaciones liquidas los pardmetros pueden ser concrolados
mediante computadoras automarizadas, la produccién es rdpida, reduccién de
problemas de contaminacién, sin embargo el tipo de propagulo formado puede
no estar disponible para la subsecuente aplicacion en campo. Para la
produccién de las blastosporas de P. fumosoroseus de esta investigacién se
utilizaron medios de cultivo a base de sacarosa a diferentes concentraciones
como fuente de carbono y harina de soya o peptona de coldgena como fuente
de nitrégeno (Tabla No. 5). En esa parte se cumplié ¢l objetiva No. [ y No.Z,

se disenaron diferentes medios de cultivo liquidos y en cada uno se
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determinaron blastosporas/mlL de P. fumosoroseus. Las concentraciones de
sacarosa que produjeron mayores rendimientos en la produccidn de
blastosporas a nivel matraz respecto al resto de los medios de cultivo fueron:
medio B-1 (80 %) y 3.8 % de harina de soya, produjeron 1.12 x 10°
blastosporas/mL y medio C-1 (2.0 %) y 4.5 % de peptona de coligena
produjeron 9.5 x 10° blastosporas/ml.  {Figura No. 3 y No. 6,
respectivamente). Estudios similares se realizaron utilizando fuentes
complejas de nirrégeno y de carbono en la formulacién de los medios de
cultivo, y observaron que las fuentes complejas de carbono favorecen la
produccién de micelio, mientras que el empleo de aziicares puros, tales coma
sacarosa y dextrosa, forman blastosporas principalmente. (Eyal et al, 1994)
En base a este principio, se produjeron fermentaciones en un medio de cultivo
que contenfa 80 g/L glucosa, 13.2 g/L. casamino4cidos y 9 vitaminas, a partir de
una concentracién inicial de 5 x 10* conidias/mL, se obtuvieron 5.8 x 1Q®
blastosporas/mL en un perfodo de 3 dias. (Jackson, 1999; Juckson, et al., 1997)
En otros estudios utilizaron un medio de cultivo de bajo costo a base de
glucosa (20 g/L}, peptona de caseina (10 g/L) y extracto de levadura (2 g/L), y
obtuvieron més de 3 x 10° blastosporas/ml. durante la fermentacién y
concluyen que la produccidn podria ser limitada por el agotamiento de la
fuente de nitrOgeno. (Lapez, et al., 2000} Ouos investigadores realizaron un
proceso de fermentacién bifdsica, utilizaron medios de cultivo con salvado de
trigo y produjeron conidias de B. bassiana con baja produccién de biomasa. Sin

embargo, mas del 95% de las conidias germinaron en pruebas de viabilidad
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después de mas de tres afios de almacenamiento a 4° C. (Rombach, M. C.
1989) En otro estudio se produjeron blastosporas con el media de cultivo
basico (“Medio Paris”) pero con baja proporcién C:N (10 g/L glucosa y 5 g/L
de extracto de levadura) y en medios de cultivo disefiados para la produccién
de conidias de B. bassiana con alta proporcién C:N reportaron estructuras en
forma de conidias cuando cultivaton P. fumosoroseus. (Vidal et al, 1998)
Desde 1966, producen blastosporas de B. Bassiana en medios de cultivo

sumergido con la siguienre composicién: 2.5 % glucosa, 2.5 % almidén, 2.0 %
de liquido de remojo de maiz, 0.5 % Na Cly 0.2 % CaCO3aunpHde 4.5y

se obtuvieron rendimientos de 68.7 mg/mL de materia seca y 6.43 x 10°
blastosporas /mL después de 72 h de fermentacién. {(Samsinakova, 1966} Otro
estudio similar fue realizado por Latgé, et al., 1986 con un medio de cultivo a
base de glucosa y extracto de levadura produjo 1 x 10 ® blastosporas/mL de B.
bassiana. Recientemente se cultivaron conidias y esporas de B. bassiana
provenientes de un aislamiento de la coleccién de cepas de hongos
entomopatégenos del Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico, en

medio liquido con la siguiente compasicién (NHg4)7 SO4 como fuente de
nitrégeno, melaza como fuente de carbono y (KH2 PO4) como fuente de

potasio. Con este medio de cultivo obtuvieron 2.476 g de biomasa/L de medio
y 2.256 x 107 esporas/mL. (Garcia, G. et al., 1997)

Los medios de cultivo que contenfan la harina de soya presentaron

buenos resultados en ia produccién de blastosporas (Figura No. 3), pero esta
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fuente de nitrdgeno fue descartada por el contenido de componentes
insolubles, esto incrementa los procedimientos para eliminatlos y por lo tanta
el costo en la produccién de la biomasa. Se probd la peptona de coldgena
(Figura No. 6) que favoreci6 la produccién de biomasa, al igual que el estudio

realizado por Rivas, 1998.

Después de determinar el medio de cultivo éptimo C-1 con 2 % de
sacarosa y 4.5 % de peptona de coldgena a nivel matraz (Tabla No. 5), se
selecciond este medio de cultivo para la produccion de blastosporas de P.
fumosoroseus cn fermentadores de 5 L, con un volumen de trabajo de 3 L.
Ademas de los constituyentes en un medio de cultivo, las condiciones de
fermentacién contribuyen a la produccién v sobrevivencia de las blastosporas.
Se probaron dos condiciones de agitacion y se encontrd que la mejor
produccién fue a 400 r.p.m con una produccién de 1.45 x 10° blastosporas/mL
a las 30 horas de fermentacién (Tabla No. 10). Esto concuerda con De la
Torre y Cérdenas Cota, 1996, que reportaron primero la produccion de
conidias en cultivo sumergido en fermentadores de 6 L (4-L V), una
concentracién de 1 x 10° conidias/mL de P. fumosoroseus, en un medio de
cultiva con la siguiente composicidén: una fuente simple de carbono: glucosa
(30 g/L} v una fuente simple de mitrdgeno: nitrato de amonio (0.7 g/l)
suplementada con extracto de levadura (1 g/l); altas relaciones carbono-
nitrégeno (C:N) se requieren para producit conidias sumergidas. Con esto se

cumple el objetivo No. 4, referente a la produccién de blastosporas a nivel
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fermentador en el medio de cultivo a base de sacarosa y peptona de coldgena,
se determiné la cinética de crecimiento a diferentes condiciones de agitucién y

aireacién.

En esta investigacion, las blastosporas de P. fumosoraseus fueron secadas
pot aire con tierra de diatomeas y el medio C-1 presenté mayor indice de
sobrevivencia cuando fue almacenado a 4 °C durante 6 meses (Figura No. 10).
Esto lo confirma Samson, et al., 1988¢; las temperaturas inferiores (4 a 5°C)
son necesarias para un almacenamiento mayor a largo plazo, aunque estin
costosas; por ejemplo, bajo estas condiciones lus esporas de V. lecanii, H.
thompsonii y C. obscurus permanecen viables al menas durance an afio. Ouos
trabajos relacionados fueron reportados  con blastosporas secadas por aire
durante una noche, hasta obtener 1-5 % (w/w) de humedad bajo un
contenedor bioldgico (25% a 40% aire relativamente hGmedo) mastraron una
viabilidad inicial buena, pero una baja estabilidad (30 % de sobrevivencia a
4°C después de 30 dias). Sin embargo en los viales secados por congelacién, y
almacenado al vacio; la sobrevivencia fue de 95 % a los 30 dias y 68% a los 150
dias cuando fueron almacenadas a 4°C. Desafortunadamente, la sobrevivencia
de las blastosporas cayd a 1 % después de 30 dias cuando se almacenaron a
22°C. (Jackson, et al, 1997) Resultados similares se encontraron en las
blastosporas obtenidas a nivel fermentador, la sobrevivencia diminuyé al 50 %
a los 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (Tabla No. 12 y

Figura No. 15) Esto lo confirma Samson, et al., 1988, a tenperatura ambiente,
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la mayoria de los hongos pierden su viabilidad rdpidamente en menos de un
mes, ademés las condiciones de secado y almacenamiento contribuyen a la
viabilidad de blastosporas de P. fumoscroseus, este es un problema clave para
las preparaciones industriales con hongos entomopatégenos, los cuales
necesitan scr almacenados al menos por un afio sin perder su sobrevivencia.
Thomas, et al., 1987, determiné que las blastosporas tienen un corto tiempo de
vida y no sobreviven a condiciones ambientales adversas. Por otra parte
Rombach, M. C. 1989 vy Jackson et al, 1997 determinaron que las
blastosporas producidas por varios hongos entomopatdgenos son més largas
que las conidias aéreas, no son sensibles a técnicas de secado simple y tienden
a perecer mas rapidamente durante el almacenamiento. M4s adelante,
Wraight, S. P. et al., 1998, observaron que el almacenamiento de conidias de
P. fumosoroseus en un polvo seco es altamente estable a 4° C, por ejemplo, la
viabilidad de estas conidias producidas por Mycatech no fue significativamente
diferente después de 22 meses de almacenamiento. AGROBIONSA almacena
conidias mezcladas con tierra de diatomeas a 4 °C por més de 6 meses antes de

que salgan al Mercado, por 1o tanto no hay pérdidas.
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Los objetivos No. 3 y No. 5 se cumplieron al evaluar la sobrevivencia a
diferentes intervalos de tiempo (1, 7, 30, 60, 90 y 120 dias) a los productos
obtenidos con los diferentes medios de cultivo formulados: a nivel matraz hasta
los 6 meses y a nivel fermentador solamente sobrevivieron hasta los 2 meses de

almacenamiento.

Mis recientemente, Cliquet S. and M. A. Jackson, 1997, evaluaron tres
mérados de secado y evaluaron la tolerancia a la desecacidn de blastosporas de
P. fumosoreseus producidas en medios de cultivo liquido. Las blastosporas se
mezclaron con silica gel, arena y tierra de diatomeas, la sobrevivencia de las
blastosporas después de secado fue 19 %, 82% y 2% para la silica gel, arena y
tierra de diatomeas, respectivamente. Lo anterior sc confirma en este estudio,
las blastosporas secadas por aite con tierra de diatomeas mostraron una
viabilidad de 90 a 95% después del secado (ler. dfa), Tabla No. 9, No. 11y
No. 12. Un trabajo similar fue el de Stephan and Zimmermann, 1998, que
utilizaron leche descremada en polvo y azdcar de remolacha como protectores
de secado, y las blastosporas presentaron una viabilidad de 82.5 % a 88.7 %,
pero no reporearon estabilidad al secado de blastosporas. La germinacién de
[as espotas secadas por spray disminuyé er comparacién con las esporas
sumergidas recién cosechadas, esto podrfa reducir la ventaja de las blastosporas

sobre las conidias aéreas.
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A difetencia a lo que nosotros observamos en bioensayos contra
diferentes insectos lepidépteros: T. ni, 3. exigua, D. sacharalis y H. virescens que
el indice de mortalidad es inferior al 10 % (Figura Na. 11), lo cual puede
deberse a que P. fumosoroseus no afecta estos insectos o la técnica de
aplicacion de las blastosporas no fue la adecuada. Otro investigador (Fargues
et al., 1994) comparé la actividad patogénica de diferences propégulos de P.
fumosoroseus y encontraron que los cuerpos de hifas fueron los mas patogénicos
a Spoduptera frugiperda, seguidos por las conidias germinadas y finalmente
conidias aéreas (61%, 46% v 29% de mortalidad respectivamente). Estos
bioensayos se realizaron con una alta humedad relativa y protegidas de la
exposicion de Rayos Ultravioleta, sin embargo estas condiciones no siempre
son reproducibles en campo abierto. Por otro lado, se ha hipotetizado que la
alta virulencia de los propdgulos vegetativos es causada por tiempos de
germinacion mds cortus. Bajo condiciones de campo, los requerimientos de
humedad representan una significante constriccién para la eficacia del
biocontrol, la rdpida germinacién producida por blastosporas en cultivos
liquidos deberfa aumentar la capacidad de éstos propdgulos para infectar y
matar B. argentifolii y otros insecros plaga susceptibles (Fargues, er al., 1994;
Jackson, et al., 1997). Otro estudio fue reportado por Rombach, 1989, quien
observé que la virulencia de los cuerpos de las hifas es baja comparada con las
conidias aéreas. Por otra parte, Vandemberg, et al., 1998, compar$ la eficacia

de conidias aéreas de P. fumosoroseus y blastosporas frescas secadas contra D.

Diecusidn
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Noxia y concluye que las blastosporas preparadas en fresco y secadas al aire o

secadas por congelacidn son al menos tan eficaces como las conidias aéreas.

Algunos de los logros mds importantes de este trabajo son los siguientes:
¢ Proponemos un medio de cultivo liquido para la produccién de

blastosporas de P. fumosoroseus estables al almacenamiento.

e Encontramos que la mejor condicién a nivel fermentador, a 400 r.p.m es
mas factible porque la produccién de las blastosporas se produce en

menor tiempo.

o El medio de cultivo a base de sacarosa y peptona de coldgena disminuye

los costos de produccidn de blastosporas de P. fumosoroseus.

La hipdtesis inicial se cumplié, por el hecho de haber producido
blastosporas de P. fumosoroseus en medios de cultivo liquidos a base de
sacarosa y peprona de colégena, [os cuales mejoraron la concentracién vy

sobrevivencia hasta 6 meses.

Digcusion 7 2



PROCUCCION EN DIFEAENTES MEDIOS DE CULTIVO Y SOBREVIVENCLA DE BLASTOSPORAS
DE FPoecilomyces fumasoruseus {(Wizel Brown & Smith {Devteromicotina: Hyphomysetes)

CONCLUSIONES

El medio de cultivo, formulado con 8 % de sacarosa y 3.8 % de harina
de soya (B-1) presentd una mayor produccién de blastosporas a nivel
matraz (11.2 x 10 blastosporas/mL), mientras que los medios de cultivo
B-1, B-2, B-3 y B-4 mostraron viabilidades similares a los 4 meses de
almacenamiento (66 a 74% de germinacién).

El medio de cultivo formulado con 4.5 % de peptona de coldgena y 2 %
de sacarosa (C-1) mostrd una concentracién de 9.5 x 107
blastosporas/mL y a los 180 dias (6 meses) de almacenamiento a 4°C con
una sobrevivencia del 50 %.

La eficacia de [as blastosporas de P. fumosoroseus producidas en el medio
de cultivo control presentaron un indice de mortalidad menor al 10%,
D. sacharals, T. me, S. sxigus y H. virescens.

El produccién de blastosporas a nivel fermentador se increment$ a 400
r.p.m (1.48 x 10® blastosporas/mL) en 24 horas, y a 250 r.p.m. el proceso
concluyé a las 30 horas y la produccion fue de 130 x 10°
blastosporas/mL.

Los productos obtenidos a 250 r.p.m. presentaron un 60% de
germinacién a los 60 dias de almacenamiento a 4°C y a 400 r.p.m. un
50% en las mismas condiciones. Mientras que los extractos de ambas
condiciones de agitacién y almacenados a temperatura ambiente
disminuyeron la viabilidad hasta el 50% a los 30 dias de
almacenamiento.
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RECOMENDACIONES

Realizar bigensayas contra la mosca blanca (B. tabaci ) con las

blastosporas obrenidas de los diferentes medios de cultivo.

Probar otros medios de cultivo con diferentes relaciones C:N para

seleccionar la concentracidn 6ptima del medio seleccionado.

Estandarizar los bicensayos contra: D. sacharalis, T. ni, S. exigus y H.
virescens, considerando humedad ambienral y forma de aplicacién, para

evaluar la actividad biol6gica.

Aislar cepas nativas de P. fumosoroseus, a partir de suelo de nuestra

regidn, para probarlas con los medios de cultivo 6ptimos encontrados.

Probar diferentes condiciones de secado para incrementar lu

sobrevivencia de las blastosporas de P. fumosoroseus.

Variatr las condiciones de agitacidn y aireacidn para encontrar las

condiciones dptimas del proceso a nivel de fermentador.

Para la produccién de P. fumaosoroseus establecer una cria de mosca
blanca en nuestra facultad, para tener material biol4gico y realizar los

bioensayos.
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ABREVIATURA Y SIMBOLOS

ANOVA Anilisis de Varianza

ARS Agriculture Research Service

blast Blastosporas

i Gtados centigrados

Cols. Colaboradores

CaCl, Cloruro de calcio

conidias/mL Conidias sobre mililico

conidias/g Conidias sobre gramo

CN Relacién carbono nitrdgeno

LC, Concentracion letal media

LDy Dosis letal media

LT Tiempo letal medio

Esp/mlL Esporas sobre mililitros

E. cal Prueba de F calculada

FeSO, Sulfato ferroso

g/mL Gramos sobre mililirro

g Gramos

gL Gramos sobre litro

hrs Hotas

Kda Kilodalton

KH, PO, Fostato Potasio

Mg SO, Sulfato de Magnesio

mg/mL Miligramos sobre mililitro

mL Mililitro

sl Microlitros

mny’ Milimetro cabico

mm’ Milimetro cuadrado

NS No hay diferencia significativa

P. error Probabilidad de error

VNV Volumen por volumen

v.v.m. Volumen de aire por volumen de medio de cultivo

% Porciento

USDA United States Departament of Agriculture

I.p.m. Revaluciones par minuto
Bbwerviatures y siblos
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Apéndice No. 1.

Produccién de blastosporas de P. fumaosoroseus en medios de cultivo
con diferente concentracion de sacarosa y harina de soya.

Medios de cultivo Blastosporas/mL * DS (10%)
A-l 10£15*®
A-2 4823
A3 37+£08"
A-4 4002
Control 89+ 1.1

DS: Desviacion estandar. n=3. Valox seguida por una letea igual no son difereates
wgaficativamenss. Lakey P<0.09.
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PRUDUCCION EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVY Y SOBREVIVENCIA DE BLASTOSPORAS
DE Pgeciomyces fumosorossys (Wizs) Brown & Smith (Deuteromoroting: Hyphomyostes)

Apéndice No.2Z

Produccién de blastosporas de P. fumosorosews en medios de cultivo con
diferente concentracion de harina de soya y sacarosa.

Medios de cultivo Blastosporas/mL = DS (10%)
B-1 11.2 +44°
B-2 3.00 £ Q.0
B-3 6.37 £(2.570%"
B-4 442 = 08 **
B-5 4.83 £ 02 **
Control 10.1 £0.2 &

DS: Desviacion estidndar. n=3. Valor seguido por una letea igual no son diferentes significativamente.
Tukey P<0.05.




PRODUCCION EN DIFERENTES MEOIJS DE GULTIVO ¥ SOBREVIVENCIA DE BLASTOSPORAS
.-..OF Paeciomyces masorasewus (Wize) Srawn & Smith (Osuteromecrotra: Hyphomyostes)

Apéndice No. 3.

Produccion de blastosporas de P. fumaosoroseus
en medios de cultivo con sacarosa en dos concentraciones.

Medios de cultivo Blastosporas/mL + DS (10°)
Cl 9.5 043"
C2 3.78+1.2°
Control 376+ 16*

DS: Desviacion estandar, n=3. Valor seguido por una letra igual no son diferentes signiicacnamente.
Tukey P<0.05.
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PRODUCCION EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO Y SOBREVIVENCIA DE BLASTOSPORAS
DE Paeciomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith (Deuteromicrotina: Hyphomycetes)

Apéndice No. 4.

Crecimiento de P. fumosoroseus (Pfr-612) en Agar Papa dextrosa.
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PRODUCCION EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO Y SOBREVIVENCIA DE BLASTOSPORAS
DE Pasciomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith (Deuleromicroting: Hyphomycetes)

Apéndice No. 5.

Produccion de biomasa de P. fumosoroseus (Pfr-612)
en diferentes medios de cultivo liquidos.




PRODUCCION EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO Y SOBREVIVENCIA DE BLASTOSPORAS
DE Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith { Deuterorcrotina: Hyphomyostes)

Apéndice No. 6.

Produccion de biomasa de P. fumosoroseus (Pfr-612)
en un medio de cultivo a base de sacarosa y peptona de colagena.
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PRODUCCION EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO Y SOBREVIVENCIA DE BI.ASTOSP?RAS
DE Paecfomyces fumosoroseus (Wize) Brown 8 Smith (Deuteromicrotina: Hyphomycetes

Apéndice No. 7.

Extractos de blastosporas de P. fumosoroseus (Pfr-612)
Selladas en bolsas de plastico al vacio.
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