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Abstract

The present work involved a study about the antagonic potential of
microorganisms native of soil against the entomopathogenic fungus
Paecilomyces fumosoroseus with the final concern of proving that these
interactions are the main cause of the scarce incidence of P. fumosoroseus in
agriculture soils. For that purpose, 7 different samples of agriculture soils
were collected: corn, bean, sorghum, tomato, melon, cucumber and chili, and
they were treated with a set of physics and chemicals analysis and then they
were subject to dilutions to the triple layer agar technique in order to isolate
antagonist microorganisms. With this technique we could isolate one
antagonistic microorganism, which was coming from soils with crops of bean
and corn belonging to the crop rotation system and was identified as
actinomycete. We performed a simple extraction with the intention of
isolating and identifying the spreading metabolite that cause the growth
inhibition of P. fumosoroseus in Sabouraud agar. Unfortunately, the
extraction technique used was not good enough to isolate the metabolite. A
series of experiments in liquid and solid culture was carried out in order to
verify the antagonic effect of the isolated, in all the repetitions, living cells in
active growth were necessaries to reproduce the inhibition effect that was
classified as powerful. Finally, the fungus was confronted with the antagonist
isolate in essays carried out in experimental units that contained sterile soil.
We determined that since the 24 h next to the inoculation of fungus and
antagonist, there was a reduction of the initial concentration inoculated with
106 conidies/ml until total absence of growth. However, we could also see a
great decrease in the fungus growth by its own in absence of the antagonistic
isolate, for that reason, we concluded that there are other abiotic soil factors
that also influence the fungus behavior.
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Resumen

El presente trabajo involucré un estudio sobre el potencial antagdnico de
microorganismos nativos del suelo contra el hongo entomopatégeno
Paecilomyces fumosoroseus, con el interés final de probar que estas
interacciones son la principal causa de la baja incidencia de P. fumosoroseus
en suelos agricolas. Para tal proposito, fueron colectadas siete muestras de
suelos de cultivos agricolas diferentes: maiz, frijol, sorgo, tomate, melén,
pepino, chile, y sometidas a una serie de analisis fisicos y quimicos para
posteriormente ser sujetas mediante diluciones, a la técnica de la triple capa
de agar para aislar microorganismos antagonistas. A partir de esta técnica se
logré aislar una cepa antagonista, praveniente de suelos con cultivos de frijol
y maiz, pertenecientes al sistema de rotacion de cultivos, la cual fue
posteriormente identificada como actinomiceto. Se realizd una extraccion
simple con la finalidad de aislar e identificar el metabolito difundible
causante de la inhibicidon del crecimiento de P. fumosoroseus en placas de
agar Sabouraud. Desafortunadamente, la técnica de extraccion empleada no
fue suficiente para aislar el metabolito. Una serie de experimentos en medio
de cultivo liquido y sélido fue efectuada para verificar el efecto antagénico de
la cepa aislada, en todos los ensayos las células activas del microorganismo
antagonista fueron necesarias para reproducir el efecto de inhibicion de
crecimiento, el cual fue catalogado como potente. Finalmente, el hongo fue
confrontado con la cepa antagonista por medio de ensayos efectuados en
unidades experimentales con suelo estéril. Se determiné que desde las 24
horas siguientes a la inoculacion del hongo y antagonista, hay una
disminucion de la concentracién inoculada inicialmente que fue de 108
conidias/ml hasta encontrarse ausente en el sistema. Sin embargo, también
se observé un notable descenso del hongo por si solo en ausencia del
antagonista, por lo que también se atribuye a otros factores abiéticos del
suelo como causantes de tal comportamiento.
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INTRODUCCION

El interés por los métodos de control biolégico de insectos plaga, continda
incrementandose dia a dia debido al recurrente problema de resistencia a
plaguicidas y los crecientes costos ambientales y econémicos por el uso de
insecticidas quimicos. Los recientes avances en los métodos de produccion
masiva y formulacién de hongos entomopatégenos, han captado la atencion
de las grandes compaiias para el desarrollo de productos biotecnolégicos a
base de estos microorganismos. Sin embargo, muchos aspectos técnicos
relacionados a su uso, auln resultan inciertos.

Las nuevas tecnologias aportadas por la industria privada han mejorado
notablemente la eficiencia de productos formulados con diversos
deuteromicetos, en particular Beauveriay Metharizium (Campbell et a/,, 1983)
pero tales avances han rendido poco éxito en la produccion de formulados de
Paecilomyces fumosoroseus, un agresivo patogeno natural de la mosquita
blanca (Bemisia sp), cuya aparente inestabilidad ha sido parte de este
problema. Incluso, algunas cepas de este hongo aisladas de B. argentifolii
manifiestan una rapida pérdida de la capacidad esporulante cuando son
mantenidas y manipuladas bajo manejos especiales, ya que los métodos
tradicionales para producirlas, se tornan impracticos conforme se incrementa
la escala de produccién. Las oportunidades de éxito con este hongo pudieran
incrementarse favorablemente mediante la utilizacién de andlisis de
isoenzimas por técnicas de huella gendmica (PCR, RAPD), durante (a
identificacion de cepas mas potentes o por establecimiento de controles de
calidad durante su cultivo. No ohstante, la principal area de interés industrial
se concentra en el disefno de procesos de fermentacion liquida de altos
rendimientos para la produccion masiva de blastoesporas con prolongadas
vidas de anaquel.
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La disponibilidad actual de formulados comerciales de alta calidad, generados
a partir de los significantes avances en la produccién y formulaciéon de
hongos, esta propiciando rapidos progresos en otras dos areas de la
investigacion extremadamente criticas, pero pobremente entendidas: las
tecnologias de aplicacion y las estrategias de control sobre mosquita blanca.
De esta manera existe una clara oportunidad de enfocar la considerable
experiencia presente en el desarrollo y la optimizacion de |as estrategias de
aplicacién para uso de P. fumosoroseus.

Aunque se desconoce el destino que sigue este entomopatdégeno una vez que
ingresa a los ecosistemas agricolas, cuando es aplicado en estrategias de
control, su escasa presencia y alta inestabilidad en suelo nos conducen a la
idea de gque éste es afectado por interacciones con otros microorganismos
que perjudican su crecimiento y reproduccion en esos habitats. El término
“antagonista” engloba diversas interacciones como el amensalismo,
parasitismo, predacion o competencia, que resultan en la supresion de una
entidad biologica determinada.

Indudablemente, que P. fumosoroseus, al igual que otros microorganismos
del suelo, estd sujeto a la accion antagonista de los miembros de la
comunidad y es comln observar que adn en suelos asperjados con
formulados a base de este hongo, es casi imposible recuperarlo. Tal
fenémeno se ha documentado en algunos trabajos sobre los efectos
antagonistas de microorganismos de suelo contra bacterias fijadoras de
nitrdogeno, como RAzobium spp. Yy Azospirilfum spp. (Chao y Alexander 1981,
Trinick et al. 1983), otros estudios se han publicado sobre microorganismos
bicinsecticidas como Bacillus thuringiensis (Casida 1988 y 1989, Espinoza-
Meade 1990). Sin embargo, no hay informacion disponible que ilustre tal
efecto en su sobrevivencia como una forma de dilucidar su baja estabilidad
en el suelo, por lo cual resulta de gran interés disefiar trabajos que
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proporcionen alguna explicacion para entender las causas bioldgicas que
limitan su potencial de accion en la naturaleza.

HIPOTESIS

Suponemos que P. fumosoroseus es sujeto a fenomenos antagdnicos que
definen su baja incidencia en suelo.

OBJETIVOS

I. Aislar e identificar microorganismos antagonistas del suelo contra P.
fumosoroseus.

2. Seleccionar los agentes microbianos de mayor potencial antagonista
contra P. fumosoroseus.

3. Evaluar e| grado de antagonismo en suelo estéril.
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ANTECEDENTES

En los ultimos 20 afos han sido abundantes los trabajos encaminados a
buscar enemigos naturales y meétodos alternativos para el control de la
mosquita blanca Bemisia tabaci, sobre todo para su aplicacion en cultivos
protegidos. Esto ha cobrado mayor importancia con la aparicion y expansion
de esta plaga, lo cual se traduce en pérdidas millonarias que ascienden a mas
de 500 millones de ddlares anuales, solo en Estados Unidos. Aunado a esto,
la serie de danos ocasionados por los insecticidas quimicos, hacen del control
biolégico la mas aceptable y efectiva forma de atague contra esta plaga, por
esta razon, cuando se habla de P. fumosoroseus no puede evitarse hablar
también de 8. tabaciy del control bioldgico que este hongo ejerce sobre ella.

Aspectos histaricos del control biolégico

El control biolégico involucra el uso de pardsitos, predadores o patégenos
que atacan, danan o matan a una plaga blanco, causan la disminucién de un
inéculo o la eliminacién de una actividad causante de enfermedad por un
patogeno. En una magnifica revision de los aspectos histdricos sobre el
estudio de la patologia de plantas, Ainsworth (1981) describe que el concepto
“control biologico” fue usado inicialmente por C. F. Yon Tubeuff en 1914,
con una interpretacion bastante amplia del control de un organismo por
otro, excluyendo al hombre. También menciona que en 1874, D. Roberts
acuno la palabra “antagonismo” dentro de la microbiologia, al demostrar la
accion antagdnica que sufria una bacteria al interaccionar con cepas de
Peniciflium glaucum. Asimismo, aclara que M. C. Potter en 1908, fue el
primero en reportar la inhibicion de patégenos de plantas por metabolitos de
otros organismos: £Erwinia carotovora creciendo en tejido de nabo o
Penicillium italicum en cascara de naranja, fueron suprimidos al interaccionar
con extractos de medios liquidos donde su contraparte microbiana habia
crecido.
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En una de las clasicas revisiones de antecedentes sobre el control biolégico
de patégenos, Baker (1980) relata que el descubrimiento de la penicilina por
Fleming, asi como su purificaciéon y uso médico en 1939, estimularon
notablemente los estudios sobre antagonismo de patdgenos de plantas. De la
misma forma, hace hincapié en que el primer intento de una aplicacion
directa ya habia sido realizado por C. Hartley en 1921, quien inoculd suelos
de vivero con 13 hongos antagonistas a Phytium debaryanum, en un intento
por controlar el marchitamiento del cuello del tallo. El encontré que Phytium
sp. inoculado en suelo no tratado, causé un 38 % de marchitamientos,
mientras que en suelo esterilizado alcanzé el 100 %. Baker, también describe
que en 1927, W. A, Millard y C. B. Taylor fueron mas exitosos al controlar la
rona comun de la papa causada por Streptomyces scabies, al ahadir
Streptormyces preacox (un saprofito obligado) a un suelo estéril enriquecido
con residuos de zacate. En este caso la poblacion del patdégeno decrecio
considerablemente, adn sin anadir el residuo organico; incluso, analiza como
G. Sanford y W. C. Bradfoot demostraron en 1931, el efecto “supresor” de 6
hongos, 15 bacterias y un actinomiceto, sobre el patdégeno Gaeumanoyces
gramminis var. tritici, en macetas con suelo estéril. Los cultivos filtrados de
algunos de estos microorganimos también redujeron en parte la infeccion de
plantas de varios cereales. En 1983, Cook y Baker documentan como A. W.
Henry encontré en 1931, que Ffusarium graminearum y Helminthosporium
sativum causaban un porcentaje mucho mayor de pudricién en el pie del tallo
de plantas de trigo, cuando se plantaban en suelos estériles en contraste con
tratamientos incorporados a suelos sin esterilizar. Al afiadir una pequefna
cantidad de suelo no estéril al esterilizado, la infeccion entre las plantas
decrecio de 47.8 % a 7.8 %. Este experimento constituyé la primera
transferencia de la microflora antagonista para producir un suelo supresivo.
Los mismos autores sefalan ademas que R. W. Weidling reporté por primera
vez en 1931, el uso de un antagonista productor de antibiéticos, y definio el
concepto “mycoparasitismo” al emplearse en el control de enfermedades de
plantas causadas por Rhizoctonia sp. Este patdégeno fue inhibido cuando
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Trichiderrma sp. se introdujo en semillas de citricos acidificadas a un pH de 4.
Sin embargo, tal actividad no se manifesté en semillas sin acidificar, debido al
deterioro del antibidtico gliotoxina a un pH de 6.

Algunos estudios sobre fenomenos antagonistas

Las pseudomonas fluorescentes se han implicado en el control de la
pudricion blanda por Phytophtora en cultivos de soya (Ann, 1994),en la
pudricién negra de la raiz del tabaco, en la pudricion de las semillas de papa
por E£. carotovora, en los diversos tipos de marchitamiento causados por
Fusarium spp. y otras enfermedades fungicas en raices de naranja, limon vy
ornamentales (Sneh et a/,1984). Asimismo, se ha publicado que varias
especies de Phytium han disminuido su capacidad infectiva al interaccionar
con cepas de pseudomonas fluorescentes. Howell y Stipanovic (1980) aislaron
una cepa antagonista a Phytium wultimum, un importante patdgeno del
algodén, que permitié incrementar la sobrevivencia de plantulas hasta en un
71% en suelos infestados con el hongo. Phytium también es un reconocido
patdgeno de trigo, uno de los principales cultivos en el mundo, y al menos 10
especies de este hongo pueden afectar sus embriones y destruir los pelillos
radiculares. A este respecto, se han aisiado diversas cepas de Pseudomonas
con capacidad de suprimir las especies de Phytiumy aumentar el rendimiento
de este cultivo hasta en un 26 % (Loper, 1988).

Después de un extensivo trabajo y una serie de experimentos, Hebbar y
colaboradores (1992¢) obtuvieron cepas de P. cepacia antagonistas a F.
moniliforme, las que inocularon como recubrimiento superficial a semillas de
maiz (variedad GH 5006) para probar su habilidad de suprimir /in vitro la
enfermedad causada por este patdgeno. Los resultados demostraron que la
infeccion en plantulas se redujo entre el 23 al 80 %, en suelos infestados
artificialmente con el hongo, a dosis de 104 UFC/g de suelo. En contraste, los
tratamientos con cepas de P, fluorescens y Bacillus sp. aisladas previamente
de raices de maiz, fueron menos efectivos. Con excepcion de la cepa
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ATCC17616, todas las demds de referencia fueron incapaces de impedir el
ataque de plantulas. Las cepas de P. cepacia inhibieron el crecimiento de
diversos patdgenos flngicos de maiz, a saber, Fusarium graminearum,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
lindemuthianum, ademas de otros hongos del suelo como Fusarium
oxisporum y Sclerotinia sclerotium. En una misma linea de investigacién
sobre el control bioldgico de este hongo, Rosales y Mew (1997), trabajando
en Filipinas con cultivos de arroz, midieron el potencial antagonista de
bacterias aisladas de agua, suelo rizosférico o plantas, con el objetivo de
controlar la enfermedad denominada “bakana” causada también por F
moniliforme en arrozales. De las 441 cepas aisladas, 113 capaces de inhibir
el crecimiento micelial del patdogeno se agruparon en 3 categorias scbre la
base de sus efectos en la germinacion de semillas: i) aquellas que
promovieron la germinacion e incrementaron el vigor de las plantulas; ii) las
qgue no tuvieron efectos en la germinacion vy iii) aguellas que fueron nocivas e
inhibieron la germinacién. La bacterizacién de semillas infectadas
naturalmente, con las cepas aisladas permitio la reduccién en la incidencia
del bakana y el control de esta enfermedad, desde un 0.6 a 6.8 ¥y del 7.1 al
96.3 %, respectivamente.

Entre las especies de Bacillus también se han documentado exitosos ¢jemplos
del control de patdgenos de plantas. Rytter y colaboradores en 1987 lograron
efectos prometedores en el control de la roya del geranio causada por ~.
pelargonii-zonalis. Ellos aislaron, a partir de hojas de geranio infectadas, tres
cepas de B. subtilis que inhibieron la germinacidn de esporas y redujeron la
incidencia de pustulas en plantas infectadas con la roya. En este caso, él o los
factores inhibitorios de Puccinia sp estuvieron presentes en cultivos filtrados
de las tres cepas de Baci/lus. Uno de los sistemas mas efectivos de control ha
sido desarrollado desde 1990, cuando Handelsman y colaboradores aislaron
una cepa de B. cereus, designada UW8S; que redujo a 0 % la mortalidad en
plantulas de alfalfa, causada originalmente por Phytophtora megasperma f.
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sp. medicaginis, bajo condiciones de invernadero, e incrementé significativa-
mente el porcentaje de germinacion de semillas en el campo. También se ha
mostrado que la severidad del marchitamiento causado por Fusarium
oxisporum f. sp. danthi en plantas de clavel, se disminuye hasta en 66 %
cuando la cepa de B. subtilis A13 y Pseudomonas sp. B10, aisladas de un
suelo supresivo para la enfermedad, se mezclan y son agregadas a macetas
con suelo infestado por el hongo patégeno.

Los hongos como control biologico

Los hongos contindan ofreciendo la dnica opcion de control usada contra
insectos succionadores de plantas. Aunque los hongos tienen gran potencial
para el desarrollo como agentes microbianos de control, solo unos pocos han
sido usados en una escala operacional. Algunos factores que podrian limitar
el amplio rango de potencial entomopatdgeno, incluyendo el desarrollo de
resistencia, son discutidos. Debido a su selectividad y minimo impacto
ambiental, los agentes microbianos son un componente ideal en los
programas de manejo integrado de plagas en este siglo. Sin embargo, si ellos
son usados para reemplazar los pesticidas quimicos, entonces eventualmente
estos agentes enfrentaran al igual que con los quimicos que reemplazan,
problemas de resistencia (Lacey & Goettel, 1995).

Los patégenos fangicos son importantes agentes de control bioldgico de
muchos insectos y otros artropodos, porque frecuentemente causan
epizootias que reducen las poblaciones del huésped significativamente. Sin
embargo, ademas de los factores ambientales que son criticos para el
desarrollo de la epizootia, la habilidad del hongo para sobrevivir a las
condiciones adversas o periodos de ausencia de hospederos, también influye
en la frecuencia con la cual upa epizootia ocurre (Carruthers & Soper, 1987).

Los mayores impedimentos para el uso de estos microorganismos incluyen
métodos de produccién de bajo costo, dificultad en la producciéon de
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formulaciones para mantener su alta viabilidad, virulencia y su larga vida de
anaqguel. Los materiales usados en formulaciones deben proporcionar algunas
protecciones contra altas temperaturas, baja humedad y luz ultravioleta, los
cuales son los mayores obstaculos para el establecimiento del hongo después
de su aplicacion (Vega 2000). Se considera que el futuro comercial de los
hongos como agente de control biolégico es muy promisorio, ya que solo se
conoce la actividad de muy pocas especies (Lorence 1996; Riba et a/., 1994).

Caracteristicas de Bemisia tabaci

Con el nombre vulgar de “mosca blanca” se conoce a los insectos de la familia
Aleyrodidae, cuyos adultos tienen el cuerpo recubierto de una fina capa de
polvo blanco de aspecto harinoso, producido por unas glandulas ventrales
(Greathead, 1986). Bemisia tabaci, conocida también como mosca del
algodonero, tiene su origen en las regiones del centro del oriente asiatico
(Osborne & Gerling, 1992). Se trata de una especie polifaga que parasita mas
de 300 especies de plantas, (Bellows et a/,, 1994) pertenecientes a mas de 63
familias botanicas, incluyendo ornamentales, malas hierbas y cultivos
horticolas. Recientemente, un biotipo nuevo (Perring et al, 1993), se ha
extendido en corto plazo por diversas regiones europeas y americanas,
originando grandes pérdidas en los cultivos afectados, se trata del biotipo B,
que esta asociado a mas de 600 especies de plantas distintas (Becker er al.,
1992), extendiéndose por las regiones tropicales y subtropicales; asi como en
los invernaderos o cultivos protegidos de regiones templadas.

Morfologia y ciclo de vida

Las especies de mosca blanca presentan cuatro estados diferenciados: huevo,
larva, pupa y adulto. A su vez, el estado de larva tiene tres estadios (I, Il y lll).
Los adultos, revestidos de una secrecion cérea pulverulenta blanca, tienen los
ojos de color rojo oscuro, con dos grupos de omatidias unidas en el centro
por una ¢ dos de ellas (Landa et al/, 1994). Los huevos son elipticos,
asimétricos. Las larvas son ovaladas, aplanadas, de color blanco amarillento y
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translicidas. La hembra deposita los huevos en el envés de las hojas, unidos
a ellas mediante un pedicelio que es insertado en el tejido hospedante,
aunque en algunos cultivos prefiere el haz (Lopez-Avila, 1986). El estadio
larvario dura aproximadamente un mes. Durante los tres primeros estadios,
la larva se alimentara succionando jugo de la planta de tal forma que, en caso
de que ésta se secara 0 muriera, ella también moriria (Cabello & Barranco,
1995). Transcurridas las cuatro semanas emergen los adultos de las pupas.
En ocasiones, cuando la humedad relativa es elevada, algunas larvas son
afectadas por hongos entomopatogenos. Verticillium lecanii, P. farinosus, P.
fumosoroseus 0 Aschersonia aleyridis han sido aislados de momias de larvas
de la mosca blanca.

El tiempo de desarrollo de esta especie de mosca blanca depende
principalmente de la temperatura, de la planta huésped y de la humedad. El
tiempo necesario para el desarrollo es menor segin aumentan las
temperaturas (Leston, 1999). El desarrollo del insecto es optimo a
temperaturas altas (30-33°C). No solo es importante el tipo de planta
huésped, sino también la calidad nutricional del cultivo. Situaciones de estrés
tales como una baja intensidad luminosa, altas temperaturas y extrema
humedad, pueden influir sobre el desarrollo directa o indirectamente
(Cabello et al., 1996).

Caracteristicas de Paecilomyces fumosoroseus

P. fumosoroseus es descrito como un patégeno natural que esta siendo
investigado para el control bioldgico de 41 especies de plagas pertenecientes
a 25 familias de insectos. Dentro de las mas importantes aplicaciones que se
le han dado es para el control de |la mariposa del fruto del durazno
(Carposina sasakii Matsumura}, termitas, escarabajo colorado de la papa
(Leptinotarsa decemlineata Say), mariposa gypsy (Lymantria dispary Galleria
mallonella) (Samson, 1974) mariposa del dorso de diamante (Plute/la
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xyllostella), el afido ruso del trigo (Diuraphis noxia) y por supuesto la
mosquita blanca (Bemisia argentifolii).

P. fumososroseus, pertenece a la subdivision deuteromicotina (hipomicetos),
también conocidos como hongos imperfectos. Como todos los miembros de
este grupo, carece de forma sexual. Se caracteriza por presentar hifas
hialinas o amarillentas, septadas y de paredes suaves. lLas estructuras
conidiégenas son sinematosas © mononematosas, que consisten en
conidioforos verticiliados o irregulares, presentan en cada una de las ramas
acimulos de células conididgenas, las cuales pueden ser solitarias en las
hifas fértiles. Las conidias se encuentran en cadenas basopetales divergentes
o enredadas, son hialinas o ligeramente pigmentadas con paredes suaves o
equinuladas de varias formas (Smith, 1993).

El género Paecilomyces contiene dos secciones: Paecilomyces e Isarioidea. P.
fumosoroseus ha sido clasificado en esta Gltima, la cual contiene especies
brillantemente coloreadas: amarillo, blanco, verde palido, rosa, rojo o
morado. Las colonias de P. fumosoroseus al esporular son al principio
blancas, pero cambian a tonalidades de rosa, y podrian llegar a tefirse de
gris con la edad (Smith, 1993).

Al igual que B. bassiana, P. fumosoroseus, produce conidias en medios
sélidos y blastoesporas en cultivo liquido. Las blastoesporas empiezan su
germinacion mas rapido en la cuticula del insecto que las conidias, lo cual
indica que el uso de blastoesporas para el desarrollo de formulaciones seria
mas ventajoso sobre el uso de las conidias (Vega, 2000).

Mecanismo de infeccion

P. fumosoroseus causa la mortalidad a todos los estadios de mosca blanca
entre 24 y 48 h siguientes al contacto (Gerling,1986, Mellin & Garza, 1994).
Se ha demostrado mediante estudios de microscopia electrénica de
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transmision y de barrido, que una espora es depositada sobre la cuticula del
insecto seguida por el desarrollo de un tubo germinal, y en algunos casos por
una estructura llamada apresorio, la cual penetra el insecto y en 24 h las hifas
se forman en el hemocele del insecto. Finalmente, el micelio emerge del
cuerpo en 48 h y esporula a las 72 h (Osborne et al, 1990). La mortalidad del
insecto se atribuye a la destruccion de tejidos, la liberaciéon de toxinas y las
deficiencias nutricionales (Vega 200).

Control bioldgico de la mosquita blanca

Se examind la infectividad de 30 aislados de P. fumosoroseus de varios
insectos huésped como B. tabaci y B. argentifolii del sureste de Estados
Unidos, Europa, Pakistan, Nepal e India, y otros, contra 8. argentifolii bajo
condiciones de laboratorio. Los bioensayos fueron conducidos en discos
hechos de hojas de la planta ornamental de papa dulce que fueron infestados
con ninfas del segundo estadio de 8. argentifolii, y transferidas a placas que
contenian medio estéril KNOP. Los insectos fueron tratados con 3.8 x 104
conidia/cm?2 de cada uno de los 30 aislados. En todos los bioensayos,
después de 24 h a 100 % de humedad relativa y 24 °C, las cajas fueron
ventiladas y mantenidas a 60 % de humedad relativa y 16:8 h (Luz:
Oscuridad). Después de 10 dias, la mortalidad y el estadio ninfal fueron
revisados. De los 30 aislados, solo uno produjo una mortalidad total que no
fue significativamente diferente de los controles. Los 29 aislados restantes,
causaron alta mortalidad, y mortalidad total de 68 a 94 % con ninguna
diferencia significativa entre los aislados. El aislado que produjo la mas alta
mortalidad fue una cepa aislada de Mamestra brassicae en Francia. La LDS? de
los aislados seleccionados vario de 619 a 1269 conidias/cm?2 sin una
diferencia intraespecifica significativa. Las ninfas que fueron expuestas a las
conidias en el segundo estadio, murieron principalmente durante el cuarto
estadio. Los resultados confirmaron el alto potencial de P. fumosoroseus
como un agente microbiano de control contra 8. argentifolii (Vidal et al.,
1997b).

13
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Se determinaron los efectos de la planta huésped sobre la susceptibilidad de
la mosquita blanca, 8. argentifolii, al hongo entomopatégeno P. fumoso-
roseus. Las mosquitas fueron colocadas en tres especies vegetales: pepino,
calabacita y tomate, y en tres variedades del altimo: Heatwave, Better Boy y
Rutgers. Larvas del segundo estadio fueron rociadas con 5 x 104
conidias/cm? de Pfr 97, una cepa de P. fumosoroseus. Varios experimentos
fueron efectuados en un invernadero, donde la temperatura y la humedad
relativa fueron ajustadas para favorecer la infeccion (22-33 °C y 68-100 %
HR). La susceptibilidad de las larvas a una infeccién fingica fue altay no fue
significativamente afectada por la planta huésped. La mortalidad fue mayor
del 70 % una semana después del tratamiento y se incrementd durante la
segunda semana. Los porcentajes de cadaveres con la subsecuente
produccion de conidias observadas en el invernadero no variaron
significativamente con las diferentes especies vegetales ni con las diferentes
variedades de tomate. Estos resultados confirman que P. fumosoroseus
exhibe un alto potencial como agente de control contra 8. argentifolii en
cosechas de invernadero (Vidal et a/ 1998).

La pategenicidad de tres especies de hongos entomopatogénicos contra A.
argentifolii fue medida y comparada. Las ninfas del tercer estadio localizadas
sobre hojas de Hibiscus rosasinensis fueron expuestas a aplicaciones de
spray de 14 cepas de B. bassiana, 22 cepas de P. fumosoroseus y cinco cepas
de P farinosus. Las cepas de B. bassiana y P. fumosoroseus aisladas de
diversos origenes, fueron altamente patdgenas a las ninfas de la mosquita
blanca; las dosis media letal de 14 de las 22 cepas de P. fumosoroseus y
cuatro de las 13 cepas de B. bassiana estuvieron entre 50 y 150
conidias/mmz2. Cinco cepas de P. farinosus fueron también patégenas, sin
embargo, las LC50 estuvieron relativamente altas, entre 350 y 4000
conidias/mm2. Los resultados indicaron la alta virulencia de cepas de P~.
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fumosoroseus y B. bassiana para el control potencial de la mosquita blanca
(Wraight et al., 1998).

En otro estudio, se determiné la actividad ovicida y larvicida de conidias y
blastoesporas de P. fumosoroseus contra B. argentifolii. Para lo cual, dosis
discriminantes de conidias aéreas y blastoesporas de dos aislados de P~
fumosoroseus, Pfr 97 y Pfr 42, fueron probadas contra huevos y ninfas de B.
argentifolii. Baja, pero significante mortalidad de huevos (10-20 %) fue
observada 14 dias después de la exposicion de 3.8 x 104 blastoesporas/cm?
sobre hojas de repollo infestadas anteriormente con 8. argentifolii.
Adicionalmente, las larvas que emergieron de los huevos tratados, murieron
sobre la superficie de las hojas. La exposicion de ninfas de B. argentifolii del
segundo estadio temprano a dosis de 3.8 x 103 conidias o blastoesporas/cm?
de Pfr 97 resultaron en mortalidades de 27 y 77 % respectivamente. Dosis
idénticas de conidias o blastoesporas de Pfr 42, resultaron en mortalidades
de 59 y 68 %, respectivamente (Lacey et a/. 1999).

Control bioldgico de otros insectos

En 1993, fueron efectuados algunos estudios para examinar la posibilidad de
emplear hongos entomopatdgenos para el control de la mariposa dorso de
diamante P. xylostella, en plantas de col en Malasia, Para ello, tres
aplicaciones de suspensiones de esporas de 8. bassiana y P. fumosoroseus
fueron requeridas para causar una reduccidon significativa en la poblacion
larvaria de la mariposa. Cada aplicaciéon contd con una dilucién de 1 x 108
esporas/ml a razén de 3.75 x 10'3 esporas/ha. Las plantas de col tratadas
con ambos hongos, contribuyd significativamente a disminuir el namero de
mariposa. El nimero de larvas activas en los experimentos controles y con
insecticidas como cipermetrina y fentoato fue mayor, indicando que ambas
especies fueron efectivas en la supresion de la poblacion de la mariposa en
campo. Las plantas tratadas con P, fumosoroseus dieron consistentemente
menores cuentas larvarias excepto para la primera aplicacién. Los resultados
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también revelaron que ambos hongos fueron efectivos contra el segundo
estadio larvario de la mariposa, sin embargo, una mortalidad mayor y en un
periodo de tiempo menor, fue observada para P. fumosoroseus cuando se
compard con 8. bassiana. Casi una mortalidad total fue obtenida con ambos
entomopatdgenos para el quinto dia posterior al tratamiento, indicando que
la virulencia de estos hongos se mantuvo a lo largo de todo el ensayo. El bajo
costo de produccion de la suspension de esporas y la durable efectividad de
ambos contra las larvas de P. xyloste/la, podrian contribuir en un incremento
en la proporcion costo-beneficio (Ibrahim & Low, 1993).

En otro estudio, se comparo la infectividad de ocho cepas de P. fumosoroseus
contra larvas de la mariposa de dorso de diamante, al mismo tiempo que se
correlaciono con la longitud de la espora y la velocidad de germinacion.
Cuatro cepas aplicadas a la cuticula de la mariposa también fueron
comparadas en el numero de esporas que permanecian sobre la cuticula
después de lavar y para el porcentaje de germinacién, después de 36 h. La
infeccion de larvas inoculadas con los diferentes aislados en una dosis
promedio de 4000 conidias/cm? fluctué de 2 al 47 %. La correlacién de la
infectividad con la longitud de la espora y la velocidad de germinacion en
caldo, fue altamente significante, Después de 36 h sobre la cuticula, el
porcentaje de esporas germinadas para los aislados 1576 y 3682 fue de tres
y 95 %, respectivamente. Las esporas del aislado 1576 fueron mas pequenas,
germinaron mas lentamente y atacaron a la cuticula en un nitmero menor que
las esporas de los cepas mas efectivas (Altre er a/. 1998).

En uno de los primeros reportes del potencial del hongo P. fumosoroseus,
para el control microbiano de afidos, las LD5? y LD?° de una cepa de P.
fumosoroseus aislada de B. tabac/, bioensayada contra el tercer estadio de D.
Noxia fueron 1.78 x 103 conidias/cm?2 y 1.43 x 104 conidias/cm? ,
respectivamente. Fuertes dosis de mortalidad y micosis fueron evidentes con
proporciones mas grandes de individuos que murieron dentro de ios tres
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primeros dias posteriores al tratamiento a mas aitas dosis de conidias (1.23-
3.75 x 104 conidias/cm?) de las que fueron observadas para dosis iguales o
menores que 3.75 x 103 conidias/cmz2. La LD50 para 0. noxia tratado con 3.75
x 104 conidias/ecm2 y 3.75 x 103 conidias/cm2 fueron 2.06 y 7.50 dias,
respectivamente (Mesquita et a/,, 1996).

Los hongos entomopatégenos y enemigos naturales de insectos tienen el
potencial para complementar o interferir unos con otros, dependiendo de las
condiciones ambientales. La avispa afelinida Aphelinus asychis, un
parasitoide del afido ruso del trigo, D. noxia y el hongo P. fumosoroseus
fueron evaluados separadamente y en combinacion contra poblaciones
confinadas de este afido, bajo condiciones de campo. Los insectos tratados
con P. fumosoroseus y mas tarde expuestos a A. asychis y aquellos expuestos
solo a los parasitoides, respondieron con mayor mortalidad siete y 10 dias
posteriores al tratamiento que los controles o aquellos que recibieron solo el
hongo. En la terminacion de Ja prueba, 13 dias después del tratamiento, la
densidad de afidos sobre las plantas tratadas con el hongo y la avispa, solo la
avispa, el hongo con 24 h de incubacion y el hongo sin incubar, fue de 38.2,
43.1, 70.5 y 91.9% de Ilo observado sobre las plantas controles,
respectivamente. Estos estudios muestran un efecto aditivo de P.
fumosoroseus y A. asychis para el control de &fidos y no hay efectos de
disminucion sobre el porcentaje de parasitismo ni emergencia de parasitoides
cuando los dos agentes son usados conjuntamente (Mesquita et a/, 1997).

Los efectos agudos y subletales de P. fumosoroseus sobre una hembra adulto
de A. asychis, fueron estudiados bajo condiciones de baja (=55 %) y alta (=95
%) humedad relativa a 24°C. Los parasitos expuestos a dosis de 3.75 a 3.75 x
103 conidias por cm? de /2. furnmosoroseus e incubados a 24°C en baja o alta
humedad relativa respondieron con rangos de mortalidad de 20-33 % y de
33-88 %, respectivamente. No hubo diferencia significativa entre el control y
las hembras tratadas con hongo que fueron incubadas a la mas baja
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humedad en términos de porcentaje de tiempo y velocidad de dispersién y
distancia cubierta. En cuanto al promedio de la velocidad de dispersion y la
distancia cubierta por tratamiento de los parasitoides incubados a baja
humedad relativa en las 96 h siguientes al tratamiento fueron
significativamente mas grandes que los insectos tratados incubados a alta
humedad relativa. El efecto limitado contrario de P. fumosoroseus sobre el
adulto de A. asychis bajo condiciones de baja humedad, indican un buen
potencial para su uso combinado para el control del afido rusc del trigo
(Lacey et al., 1997).

Influencia de las condiciones ambientales sobre el crecimiento de ~.
fumosoroseus

Un requisito para el desempefo eficaz de P. fumosoroseus es la germinacion
normal y el crecimiento bajo las condiciones ambientales donde el hongo
serd empleado. En este estudio, se midieron los efectos de la temperatura en
los rangos de crecimiento de 37 aislados de P. furmosoroseus originarios de
varios insectos huésped del sur de Estados Unidos, Europa, Pakistan, Nepal e
India. El hongo fue crecido en medio artificial a 11 diferentes rangos de
temperatura de 8 a 40 °C. Los rangos optimos de crecimiento fueron
observados entre los 20 y los 30°C, alcanzando hasta 5.2 mm/dia. Las altas
temperaturas (30-40°C) fueron mas limitantes que las bajas (8-11°C). Estos
resultados mostraron una variabilidad intraespecifica parcialmente
relacionada con los microclimas de los biotipos fingicos. La mayoria de los
aislados originarios de Europa (climas templados) exhibieron un rango de
temperatura de 8 a 30°C con rangos optimos de crecimiento de 20, 20-25 6
25°C. El rango optimo de temperatura para los aislados del sur de Estados
Unidos (con climas hamedo y subtropical seco) y del este de Asia (clima
tropical himedo) fue de 8 a 35°C con un crecimiento Optimo a 25, 25-28 ¢
28°C. Los aislados de India (con clima de monsén) presentaron la mejor
tolerancia a las altas temperaturas. Para un desempefo éptimo en el campo,
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los requerimientos térmicos de los aislados deberian corresponder a los
microhabitats de los insectos blanco (Vidal et al, 1997a).

En un estudio posterior, la persistencia de las conidias de P. fumosoroseus
expuestas a radiacion solar y artificial, y con una temperatura constante, fue
estudiada por medio del monitoreo de su capacidad para germinar y formar
colonias. El efecto fotico de radiacion en cada una de estas variables fue
medida por un decremento en la irradiacion de UVB. La capacidad de
germinacion fue representada por un funcién logistica y la viabilidad (log
UFC) por un funcién infinitamente disminuida. Los experimentos llevados a
cabo bajo condiciones artificiales, a tres diferentes irradiaciones UVB (de 0.3
a 1.6 W) similares a las observadas en la naturaleza, confirmaron la
adecuacién de la variable predecible y de las funciones escogidas para
describir estos datos. Los modelas propuestos parecen haber sido
independientes de las irradiaciones. Bajo la radiacion solar, los modelos
fueron capaces de describir datos colectados en tres diferentes dias de
verano en Francia. Sin embargo, tomd una mayor cantidad de radiacién UVB
para producir el mismo efecto que los producidos en radiaciones interiores.
Esto podria ser explicado por las diferencias en el espectro de radiacién. Para
cada modelo, un juego de parametros fue suficiente para representar la serie
de datos: esto constituye una validacién inicial de los modelos propuestos
(Smits et al 1997)

Produccion de Paecilomyces fumosoroseus

En un estudio posterior, P. fumosoroseus fue crecido en cultivo sumergido
sobre un medio complejo. El crecimiento sobre el medio estuvo seguido por
mediciones de peso seco, absorbancia y ATP, todos los métodos dieron
rangos similares especificos de crecimiento. En cultivos limitados de carbono,
el organismo produjo blastoesporas rapidamente durante la fase exponencial
tardia y continuo formandolas durante la fase estacionaria. Algunas esporas
formadas “de novo” germinaron durante el periodo de incubacidon (152 h). La
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produccion de blastoesporas (numero de esporas/cm3 de cultivo) en cultivo
batch no fue incrementada cuando la fuente de carbén en el medio fue
modificada para cambiar el rango de crecimiento especifico del organismo, o
cuando la concentracion de (NH4)2SO4 en el medio varid, asi que fue el
primer nutriente que llegdé a agotarse (medios limitados de nitrogeno). Sin
embargo, hubo apreciables diferencias en los contenidos de nitrégeno vy
glicgeno de las blastoesporas producidas en cultivos limitados de nitrégeno
y carbono (Inch ef a/,1986).

Posteriormente se trabajo con P. farinosusy 8. bassiana en cultivos batch y
feed batch limitados por glucosa y amonio, donde se observa que ambos
hongos producen blastoesporas en la fase exponencial y una desaceleracion
del crecimiento en el cultivo batch, mientras que B. bassiana ademas formd
esporas durante la fase estacionaria. Con respecto al cultivo feed batch, la
concentracion de blastoesporas para P. farinosus estuvo inversamente
relacionada con la tasa de dilucion (Humphrey et al,1990).

En un estudio con 38 formulaciones en su mayoria de consumo agricola, tales
como harina y fécula de maiz fueron mezcladas a diferentes concentraciones
con medio liquido que contenia blastoesporas' y fragmentos de hifas de P.
fumosoroseus. Las formulaciones fueron secadas por congelacidon y la
sobrevivencia de blastoesporas en el material secado fue comparada con las
unidades formadoras de colonias de formulaciones secadas por pre-
congelacion. Algunos de |os materiales probados resultaron en mayor
recuperacion de blastoesporas por tiempo, que las del control, el cual
consistio de blastoesporas liofilizadas en medio gastado. 60 dias posteriores
al tratamiento de secado por congelacion, la recuperacion de blastoesporas
en cinco formulaciones basadas en fécula, harina nixtamalizada, sacarosa y
aceite de maiz fue superior al 65 % de la cantidad original. 150 dias
posteriores a la liofilizacién, la recuperacién de blastoesporas en una de estas
formulaciones fue mayor del 50 % de la cantidad original (Vega et a/., 1996)
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En 1997, se trabajé con medios de cultivo con diferentes concentraciones de
carbono y relaciones C:N, para producir blastoesporas de P. fumosoroseus
tolerantes a la desecacién. Mientras que todos los medios probados
soportaron la esporulacion en cuitivos sumergidos, altas concentraciones (5.8
x 108 esporas por ml) fueron producidas en medios conteniendo 80 g de
glucosa/l y 13.2 g de casaminoacidos/l (Medio MS) y un mayor porcentaje
(79%) de estas blastoesporas sobrevivieron al secado por aire. Los medios
gue contenian concentraciones de glucosa mayores de 20 g/l vy
concentraciones de casaminodcidos entre 13.2 y 40 g/l soportaron la maxima
produccion de blastoesporas tolerantes a la desecacion. Los 23 aislados de ~.
fumosoroseus crecidos en medio MS produjeron altas concentraciones de
blastoesporas tolerantes a desecacion. Cuando se almacenaron a 4°C, mas del
60 % de blastoesporas liofilizadas producidas en el medio MS estuvieron
todavia viables después de siete meses de almacenadas, mientras que menos
del 25 % de las blastoesporas secadas por aire sobrevivieron después de 90
dias de almacenadas. Las blastoesporas de P. fumosoroseus secadas por aire
tienen una LD5% de 60 y 113 blastoesporas/mm?3 para B. argentifolii en dos
bicensayos separados con relaciones (LD3¢ B. bassiana y LD50 P
fumosoroseus) de 3.9 y 3.8 respectivamente. Estos resultados han
demostrado que altas concentraciones de blastoesporas de P. fumosoroseus
pueden ser rapidamente producidas en cultivo liquido, permaneciendo
viables después del secado e infectivas y matando a la mosquita blanca
(Jackson et a/, 1997).

En 1998, Quintero Zapata utiliz6 una cepa de P. fumosoroseus para la
produccion de blastoesporas en diferentes medios de cultivo liquidos
disenados con dos fuentes de carbono: melaza y glucosa comercial, y dos
fuentes de nitrégeno: harina de soya y solulys® en tres concentraciones (6 , 8
y 10 %). Con la glucosa comercial y solulys® al 10 %, se obtuvo una
concentracion de 1.85 x 109 esporas/ml. Para la viabilidad de las esporas
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después del secado, el porcentaje de germinaciéon fue de 85 % cuando los
medios contenian glucosa comercial y harina de soya al 8 %.

Gomez Martinez en 1999, empled dos medios de cultivo que contenian
melaza y glucosa como fuente de carbono, mientras que contenian harina de
soya, peptona y extracto de levadura como fuente de nitrdgeno. Se encontré
que la concentracién de esporas/ml de P. fumosoroseus en ambos medios
tuvo el mismo comportamiento, de igual manera que la sobrevivencia de las
esporas a largo plazo, sugiriendo que los medios evaluados podrian ser una
alternativa para el cultivo de blastoesporas de P, fumosoroseus.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas

La cepa de Paecilomyces fumosoroseus clave 612 fue proporcionada por el
Dr. Mark Jackson de Ila coleccion de hongos entomopatdgenos del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) en Peoria, Illinois.

Suelos

Las muestras de suelo fueron colectadas de campos de cultivo de la Facultad
de Agronomia, U.A.N.L. ubicada en Marin, N.L. De las parcelas seleccionadas,
se obtuvieron muestras compuestas de la rizésfera de las plantas de siete
diferentes cultivos: maiz, sorgo, frijol, chile, melén, pepino y tomate.

Analisis fisicaquimico de los suelos

Todos los suelos fueron colectados en bolsas de polietileno oscuras para
posteriormente transportarlas al laboratorio, donde se secaron al aire vy
fueron tamizadas con un tamiz del nimero 20. Se realizaron determinaciones
de pH, humedad, capacidad de retencion, textura y conteo de
microorganismos por cuenta viable en placa.

Estandarizacion de indculos conidiales

A partir de cultivos de P. fumosoroseus de 10 dias de crecimiento, las
conidias fueron recuperadas al inundar la placa con 9 m! de agua destilada
estéril y agitarla ligeramente de forma rotatoria. El nimero de estas células
fue contado mediante el procedimento estandar con la cdmara de Newbawer
y ajustado a la concentracion deseada mediante la diluciéon adecuada.

Enumeracion de microorganismos antagonistas

Para realizar los experimentos de antagonismo, se probaron cuatro
concentraciones conidiales de P. fumosoroseus, 103, 104, 105 y 106 sobre
placas con agar Sabouraud y se observd el crecimiento a las 24, 48 y 72 h.
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Para la enumeracion de microorganismos de suelo (rizosférico) antagonistas
para P. fumosoroseus se empled la técnica de la triple capa de agar, descrita
por Panthier (Panthier et a/,1979) con algunas modificaciones. Esta técnica
en combinacién con medios apropiados fue utilizada para la enumeracion y
aislamiento de actinomicetos, bacterias y hongos antagonistas.

Para procesar las muestras, 10 g de cada uno de los suelos fueron diluidos en
solucion salina estéril al 0.85 %. Las diluciones 10-4, 10-5 y 10-6 fueron
sembradas por difusién en agar nutritivo e incubadas a 37 °C durante 24 h.
Posteriormente se depositdo una capa fina de agar-agar y se dejé solidificar.
Finalmente se vacié una tercer capa que consistio de agar Sabouraud en la
cual se sembré P. fumosoroseus por extension con varilla de vidrio, se incubd
a 25 °C y se realizaron observaciones a las 24, 48 y 72 h. El diametro de la
zona de inhibicidn del crecimiento fue medido en mm y se considerd en la
cuenta a aquellos microorganismos que mostraron un halo de inhibicién
entre 3y 15 mm.

Aislamiento de microorganismos antagonistas

Las colonias que fueron capaces de inhibir el crecimiento de P. fumosoroseus
se aislaron al eliminar parte de la capa superior y remover una porcién de la
colonia antagonista que se desarrollé en la capa inferior. Las colonias
individuales fueron purificadas mediante resiembras continuas en medios de
cultivo adecuados para su propagacion. Se considerd en .cada caso la
morfologia macroscopica de las colonias. Los frotis fueron tefidos con
tincibn de gram y posteriormente se determinaron las caracteristicas
microscopicas de los aislados.

Antagonismo microbiano en medio solido

Una vez obtenida la colonia antagonista aislada y purificada, se procedio a
verificar el grado de antagonismo de la siguiente manera. Inicialmente, se
activo el crecimiento del antagonista mediante su inoculacién en caldo
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Sabouraud en el cual permanecidé 24 h en agitacion continua a 200 rpm.
Separadamente, discos estériles de papel filtro fueron preparados y
humedecidos con el antagonista presente en el caldo Sabouraud.
Cuidadosamente fueron colocados en las placas que contenian a A
fumosoroseus. Como control se emplearon discos impregnados con agua
destilada estéril. Las cajas fueron incubadas por 24, 48 y 72 h a 30°C. Los
diametros de inhibicién fueron medidos y reportados después en mm.

Componente responsable de la inhibicion

Para obtener el metabolito responsable de la inhibicién, se hizo crecer al
antagonista en caldo Sabouraud durante 24 h y en agitacion continua a 200
rom. En seguida, el caldo fue centrifugado a 3000 rpm durante 20 min.
Posteriormente, se obtuvo el sobrenadante para ser filtrado en una
membrana (filtro millipore de acetato de celulosa de 0.2 pn de diametro e
impregnarlo sobre discos estériles de papel filtro para colocarlos en placas (5
discos por placa) con agar Sabouraud en las que P. fumosoroseus habia sido
previamente sembrado. Discos de papel filtro impregnados con agua
destilada estéril sirvieron como control en cada caso. Las placas se incubaron
a 30 °C durante 24, 48 y 72 h. Los diametros de inhibicion de crecimiento
fueron medidos y reportados en mm.

Ensayo con cloranfenicol

Se prepard un matraz con 200 ml de caldo Sabouraud inoculado con el
microorganismo antagonista. Se coloco en agitacion continua a 200 rpm
durante 23 h, es decir, una hora antes de ser cosechado, enseguida se dividid
el contenido del matraz en 2 partes iguales, los primeros 100 ml se vertieron
en un matraz estéril y a los otros 100 ml se les adicioné 10 pl de
cloranfenicol estéril previamente preparado (a una concentracion final de 170
pg/ml en etanol). Ambos matraces fueron colocados nuevamente en agitacion
por una hora. Posteriormente se centrifugaron y filtraron de la forma antes
mencionada. El sobrenadante proveniente del medio con antibiético fue
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empleado para impregnar discos estériles de papel filtro que fueron
colocados en placas de agar Sabouraud recién sembradas con P
fumosoroseus. Al sobrenadante del medio sin antibiético se le efectué el
mismo proceso, ya que fue empleado como control; las placas fueron
incubadas a 30°C durante 24, 48 y 72 h,

Antagonismo en medio liquido

Para probar el grado de antagonismo en medio liquidos se efectué de la
siguiente manera: Se preparo una serie de seis matraces con 100 ml de caldo
Sabouraud esteéril, a cinco de los matraces se les adicioné un indculo con una
concentracion de 1 x 106 conidias/ml de P. fumosoroseus. Posteriormente se
agregd un indculo del microorganismo antagonista a las 0, 24, 48 y 72 h
posteriores a la inoculacion de P. furmosoroseus. Uno de los matraces fue el
control que contenia Unicamente al microorganismo antagonista, y otro de
los matraces contenia nicamente a P. fumosoroseus.

En la segunda parte de este experimento se procedio exactamente de la
misma manera excepto porque aqui los inéculos del microorganismo
antagonista se tomaron de placas en refrigeracion.

Antagonismo en suelo

Frascos de vidrio transparentes tipo gerber de 80 ml de volumen se
emplearon como sistemas experimentales, los cuales se prepararon mediante
la adicion de 10 g de suelo de frijol no estéril tamizado y seco. 16 sistemas
estériles se obtuvieron al autoclavearlos por 30 minutos a 121 °C por tres
dias consecutivos, para asegurar asi que los resultados fueran el efecto
exclusivo de una interaccion bioldgica entre P. fumosoroseus y el
microorganismo antagonista introducido.

Cuatro de los frascos fueron inoculados con una suspensién de 2 ml de P.
fumosoroseus, a otros cuatro se les aplico 2 ml de una suspension del
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microorganismo antagonista, ambos a concentraciones conocidas de 1 x 106
UFC/ml. Los otros ocho frascos fueron inoculados simultaneamente con 1
ml de P. fumosoroseus y 1 ml del microorganismo antagonista, a igual
concentracion. Se dejaron en incubacién a 30°C durante 0, 24, 48 y 72 h.

Con el propdsito de observar si el crecimiento de 2. fumosoroseus era
afectado por el antagonista, se efectuaron diluciones de cada uno de los
suelos y de cada dilucion se sembré en placas con agar Sabouraud. Las
observaciones del crecimiento de P. fumosoroseus se realizaron luego de 24,
48 y 72 h de incubacion a 30°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis fisicos y quimicos de los suelos

£n la tabla 1 se reportan los resultados de los analisis efectuados a las
muestras de suelo. En general, fueron suelos neutros a débilmente alcalinos,
tipo migajon, no salinos, pobres en nitrégeno y su contenido de materia
organica varié de mediano a medianamente rico, los valores mas elevados
para este ultimo parametro, por lo general correspondieron a aquellos suelos
provenientes de parcelas sujetas al sistema de rotacion de cultivo, maiz y
frijol. En la tabla 2 se muestran los andlisis de micronutrientes para los
diferentes suelos. Los niveles de fierro fluctuaron de 1.02 a 2.45 para los
suelos estudiados. Su importancia radica en la notable influencia que ejerce
sobre el metabolismo de bacterias y ademas en los cambios que induce su
presencia en el antagonismo microbiano asociado con bacterias de
importancia agronémica (Heming et a/., 1982). |

Criterios de seleccion de microorganismos antagonistas

Es importante resaltar que para la seleccion de microorganismos antagonistas
se consideraron Unicamente aquellos capaces de producir halos de inhibicidn
del crecimiento de P. fumosoroseus, ya que existen otras caracteristicas gue
también pueden presentarse en fendmenos antagonistas como son las
desviaciones en el crecimiento circular o deformacion de la colonia, diferencia
en el color, esporulacién o morfologia de la misma (Cole 1994), las cuales no
fueron consideradas en este estudio.

Relacion entre la densidad de poblacion y concentracion de antégonistas

Se puede apreciar que suelos obtenidos de parcelas de campo sujetas a
diversos cultivos y practicas culturales exhibieron niveles variables de
densidad de poblacion (Tabla 3) y de poblaciones antagonistas.

28




3 Ll 61 12 4 LL Sl n) wdd

68 6V LS 69 9% (44 6S uz wdd

¥0°0 ¥0°0 S0'0 ¥00 ¥E€0°0 9100 8200 U %

040 240 SL'0 080 0470 ¥S'0 040 b %

€9°0 0s0 Sv'0 T4l 4 08 06’9 02's ) %

So0°L 84°L 0L <P'c 82°C 0l Z€¢ 91 %

3 obio ugpRe 3)eWo ouida Ze olu

1"yod S 019 2} L 1a3d e jollud SIUBIEIAN

oA}N> 3p odiL
SO|3NS SO| U3 S3IUBJINUOLD|W 3P S|SIjBUY " BjqeL
0L 0'l ¥l = | Q'L 0'l o'l (%) oise10d
#S1°0 9z1 0 A AQ0) rLo 9Z1'0 €400 910 (%) |B10] OUBDOIIUN
8€'¢E 9/2°¢ 682 69°¢ €80 5S¢ ge'¢ (%) E31UBDIO BLIRIEN
2E'0¢ rZ'6€ bTLE 9s'tt vz il glL'be ¢5'9¢ % e[|121y
Z6°'th $9°SE 00°'¢Yy g6'LE 8E'9 2L'0v 00'vE % oW
9/.°9¢ z1°52 9/'9¢ 8t¥°S¢C v'Z8 ¢lL'sez 8r'6¢ % EUBLY
osouaje 050|| DAY uolebiy 0S0||12JY 050|124y
uolebipy uofebip uofebiy uofebiy RUBIY uolebi uolebi :0[3aNS 3P BANIXI L

LT L vSs'L 9Z°2 0Z'8 68°L 618 €08 Ha
vl 8zl ZE"] 1E°1 L5°1 €1 13 | (33/0) jualede pepisuaQ
LYl o6l FolL SEBL gvLL €91 6°¢l (%) PEpawnH
Z)epN UojaW jofi4 oudad 9JeLIO | YD obuiog

’

oAnIn) ap odil

oJldWeled

SO|aNs sO| ap sOWnb A sOJISI4 SiSijeuy *| Biqel



F.CB, VANL TESIS DE MAESTRIA JOSEFINA CASTILLO REYNA

Tabla 3. Densidad de poblaciones microbianas
en los diferentes tipos de suelo analizados

Muestra de suelo Densidad de poblaciones
Frijol 107
Pepino 106
Tomate 104
Maiz 106
Melon 105
Sorqo 105
Chile 105 ‘h’

Los suelos cultivados con frijol y maiz, hospedaron la mayor cantidad de
actinomicetos antagonistas con 3 x 1085 y 2 x 104 UFC/ml respectivamente, ‘
mientras que en cultivos de sorgo, tomate, chile, pepine y meldn no se
determind ninguna colonia antagonista (Tabla 4).

Tabla 4. Cantidad de microorganismos antagonistas

en los diferentes suelos analizados

Tipo de suelo Concentracion

Frijol 3x 108

Maiz 2 x 104
Sorgo -
Tomate =
Chile =

Pepino ) -

Meldn -

- = no detectado
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El cultivo sembrado en cada parcela, asi como el sistema de manejo al que se
somete, parecieron ser factores que influyen en la cantidad de actinomicetos
y bacterias antagonistas a P. fumosoroseus. De los siete suelos analizados,
aguellos obtenidos de parcelas cultivadas con sorgo, tomate, chile, pepino y
meldn, pertenecieron al sistema de cultivo continuo, mientras que los de
maiz y frijol, al sistema de rotacion de cultivos. Para la poblacidén de
actinomicetos antagonistas, los valores mas bajos correspondieron en
general a aquellos suelos cultivados bajo el sistema continuo. Mientras que el
suelo rizosférico de parcelas de campo, cultivadas con frijol bajo el sistema
de rotacion exhibié el mayor nivel de actinomicetos antagonistas, esto
concuerda con los hallazgos reportados por Luna Olvera en 1998, en su
investigacion sobre supresidn de Fusariurmm moniliforme por B. thuringienses
en la cual reporta que los suelos cultivados con algoddn y frijol hospedan la
mayor cantidad de actinomicetos antagonistas para B. thuringienses por
pertenecer al sistema de rotacion en contraste con suelos de cultivo continuo,
esto debido a que algunos factores del suelo tales como pH, composicion
quimica y caracteristicas fisicas del suelo varian continuamente con cada
cultivo teniendo un profundo efecto sobre los hongos de suelo (Cook &
Baker, 1983), y podrian también ser responsables para la variacién en las

poblaciones de bacterias antagonistas.

Dado que el porcentaje de antagonistas siempre esta en funcion de la
poblacidn total de organismos, en algunos casos se pudo observar que en
suelos donde hubo una cantidad relativamente alta de antagonistas, pero a la
vez una poblacién total alta, el porcentaje asi calculado decrece, debido al
gran numero de microorganismos que no fueron antagonistas a 2.
fumosoroseus, éste fue el caso de las muestras de suelo de maiz que a pesar

de encontrarse en una concentracion de 2 x 104 UFC/ml represento solo el
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2% de la densidad total de los microorganismos. Caso contrario ocurrid con
las muestras de suelo de frijol, en las cuales la alta concentracién de
antagonistas no disminuy6 con respecto a la alta densidad de poblacién total, -

sino que se mantuvo representando un 30 % de la densidad total (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de antagonistas en la poblacién microbiana del suelo

Suelo Densidad total Densidad de Porcentaje
antagonistas

Frijol 1 x107 3 x 108 30%

Maiz 1 x 106 2 x104 2%

Para estimar microorganismos antagonistas fue necesario trabajar con una
dilucion de suelo que pudiera permitir el conteo de la poblacién total, pero
que a la vez facilitara contar el mas pequefio nimero de colonias que fueran
antagonistas. Los calculos involucraron las dos cuentas separadas sobre la
misma placa.

Poblacion de hongos antagonistas

Se confirmd que la técnica de triple capa de agar no es factible de ser
utilizada como medio para el conteo y aislamiento de hongos antagonistas
contra P. fumosoroseus, 1o tual ya habia sido especificado por Espinoza-
Meade en su investigacion sobre antagonismo hacia 8. thuringiensis en 1994.
Una de las principales razones, es debido a la naturaleza extensiva de
muchos hongos de suelo que, al colonizar rapidamente la placa invaden otras
colonias bacterianas, con lo cual hacen muy dificil su aislamiento. Sin
embargo, aun cuando no fue posible aislar hongos antagonistas, se observo

que el suelo contiene varias especies de hongos antagonistas a P~
fumosoroseus. )
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Aislamiento de microorganismos antagonistas

La técnica de la triple capa de agar permitié llevar a cabo el aislamiento de
organismos que mostraron antagonismo a P. fumosoroseus y que fueron
seleccionados en base a su predominancia en las muestras de suelo. Una
cepa de actinomicetos fue aislada de suelos de maiz y frijol, al producir
cuatro halos de inhibicién cuyos diametros fueron 10 a 15 mm. Estas
colonias mostraban consistencia firme y permanecian fuertemente adheridas
al agar, ademas de poseer el tipico olor a tierra mojada. Al microscopio,
aparentaban la formacion de evidentes ramificaciones filamentosas (Tabla 6).

Por otra parte, una cepa bacteriana obtenida de un suelo cultivado con
pepino fue capaz de producir halos de inhibiciéon del crecimiento de P~.
fumosoroseus de entre 7 a 12 mm de diametro. Las colonias de este
organismo resultaron ser de planas, amorfas, color beige, cremosas y opacas.

Figura 1. Inhibicién del crecimiento de Paecilomyces fumosoroseus por la

cepa antagonista en placa de agar Sabouraud.
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Microscopicamente las células se observaban como bacilos septados, pero
desafortunadamente su actividad fue inconsistente al no reproducir la
inhibicion de crecimiento en placas de agar Sabouraud sembradas con 2.
fumosoroseus, por lo cual fue descartada luego de varios intentos. La
explicacién probable para esto es que la actividad antagonista de algunas
cepas depende del medio empleado. Esta colonia fue aislada de los
experimentos iniciales en las cajas con la triple capa de agar, donde crecié
sobre agar nutritivo, para reproducir el efecto antagonista de inhibicién se
requeria agar Sabouraud. Esto de acuerdo con una serie de experimentos
realizados en 1992(a y b) por Hebbar et a/, en los cuales trabajé con
rizobacterias de maiz y actinomicetos antagonistas a F. moniliforme, donde
se encontro que en dos medios de cultivo diferentes, algunas cepas
bacterianas y de actinomicetos fueron activas tanto en medio PDA como en
medio B de King, mientras que otras sélo fueron activas en el segundo.

Tabla 6. Caracteristicas colontales y morfolégicas del
principal antagonista a Paecilomyces fumosoroseus

Morfologia Macroscopica

Diametro 14 mm
Borde Filamentoso
Elevacion Plana
Color Beige opaca
Consistencia Dura
Estructura interna Cranulosa
Superficie Amorfa
Morfoloagia Microscdpica
Forma Bacilo septado
Tamano ) Largo
Gram Positivo
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Estandarizacion de la concentracion de conidias de P. fumosoroseus
Aunque existen algunos antecedentes de antagonismo contra otros hongos,
es importante mencionar que cada hongo presenta un tiempo especifico de
germinacion de conidias dependiendo del medioc de cultivo y de Ila
concentracion a la cual se encuentre sembrado. Para la realizacién de los
experimentos de antagonismo contra P. fumosoroseus, se requeria de una
germinacion de conidias abundante sobre placas de agar Sabouraud en un
lapso de tiempo corto, por o que se determind que la concentracion mas
adecuada fue de 10¢€ conidias/ml (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracion de conidias de P. fumosoroseusy crecimiento

miceliar a diferentes tiempos de incubacion

Concentracion Tiempo de incubacion
(Conidias/ml)
24 h 48 h 72 h
103 - - +
104 - + +
105 - + +<+
106 + ++ o i

+ = crecimiento miceliar

Interaccion en medio de cultivo

Los organismos antagonistas previamente seleccionados, fueron sometidos a
estudios de interaccion en medio de cultivo solido y liquido, agar y caldo
Sabouraud respectivamente, con el propdsito de determinar su influencia
sobre P. fumosoroseus. Asi mismo, los ensayos en los cuales la inhibicion de
la germinacion de esporas fue observada, se adaptaron para determinar si el
efecto producido por el antagonista era de tipo fungicida o fungistatico. Las
conidias que no germinaron fueron removidas y resuspendidas en un medio
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de crecimiento estéril, al germinar éstas se comproho que el efecto producido
por el antagonista sobre P. fumosoroseus es fungistatico (Caole, 1994).

Sobre placas de agar Sabouraud, en ausencia de organismos antagonistas, .
fumosoroseus se multiplicé rapidamente y alcanzé su maximo crecimiento al
tapizar toda la placa en 72 h posteriores a su inoculacién. En contraste,
cuando P. fumosoroseus fue incubado junto con el organismo antagonista, su
crecimiento era fuertemente inhibido, observandose como grandes areas sin
crecimiento (Fig.1). En presencia del antagonista, la densidad de P
fumosoroseus exhibié una evidente disminucién.

Un efecto amensalista se confirmdé mediante la formacién de halos de
inhibicion. Sin embargo, el sobrenadante filtrado de los cultivos de
organismos antagonistas impregnado en discos de papel filtro no fue
suficiente para producir efectos inhibitorios en el crecimiento de P
fumosoroseus, lo cual nos [levd a pensar que se requeria de un intimo
contacto celular para que se efectuara algun grado de antagonismo, ademas
de la produccion y liberacion de algun factor biolégico activo de estos
antagonistas al medio. Esta sospecha fue confirmada posteriormente. Debido
a que el metabolito difundible no se logré aislar y con la finalidad de
comprobar que la presencia de células del antagonista era necesaria para
producir el efecto de inhibicién del crecimiento, se realizé un ensayo con
cloranfenicol. Este antibidtico fue elegido por presentar dos .caracteristicas
importantes: detener la sintesis de proteinas de cualquier microorganismo sin
afectar su presencia, Los resultados de este ensayo comprobaron que se
requiere de un metabolismo activo, es decir sintesis de proteinas. Cuando
este metabolismo no se presenta, no hay inhibicion de P. fumosoroseus, ain
cuando las células del antagonista se encuentren presentes. Este resultado
concuerda con un experimento efectuado por Yuan & Crawford en 1995, con
Streptomyces cepa WYEC108 antégonista sobre varios hongos. En este ensayo
la inhibicion del crecimiento fungico presentada cinco dias posteriores a la
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inoculacion de WYEC108, se debia a compuestos excretados que difundian en
el medio. Siendo algunos hongos probados en este ensayo Fusarium,
Rhizoctonia y Phymatotrichum spp. Sin embargo, en todos los casos, la
presencia de células vivas y en metabolismo activo del antagonista fue
requerida para la inhibicion total.

En cuanto a la interaccion de P. fumosoroseus con el microorganismo
antagonista en matraces con caldo Sabouraud, los resultados se muestran en
la tabla 8, asi como en los Anexos 1 y 2. En la primer serie de experimentos
(A) en los cuales el antagonista se encontraba en un crecimiento activo, se
observéd que en los matraces 1 y 2, correspondientes a 0 y 24 h de
crecimiento del hongo respectivamente, la inhibicion por parte del
antagonista fue total. En el matraz 1 solo se observaron las células del
antagonista y alguna conidia. En el matraz 2 el hongo tuvo oportunidad de
producir mayor numero de conidias, pero éstas fueron incapaces de germinar
y producir micelio. En cuanto a los matraces 3 y 4, correspondientes a 48 y
72 h de crecimiento, se observé que no hubo inhibicion, el hongo tuvo
suficiente tiempo para poder producir su micelio y al ser inoculado el
antagonista ya no tuvo oportunidad de crecer ni desarrollarse. En contraste,
en la segunda serie de experimentos (B) en los cuales el antagonista se
hallaba inactivo, se observd que no hubo inhibicidon en ninguno de los
matraces, ni siquiera en el que fueron inoculados simultaneamente hongo y
antagonista. El hongo tuvo la ventaja de estar en crecimiento activo y no
permitic el crecimiento del antagonista. Con estas dos series de
experimentos se demuestra nuevamente que para una inhibicion total por
parte del antagonista, se requiere de cé€lulas en crecimiento y por lo tanto de
un metabolismo activo.
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Tabla 8.- Efecto del precultivo del antagonista y el tiempo de crecimiento de
P. fumosoroseus previo a su interaccion en cultivo liquido.

Inhibicion de crecimiento flngico

Tiempo (h)
Sin Precultivo Con Precultivo
0 - +
24 -
48 - -
72 - -

Interaccion en suelo

Por medio de 16 unidades experimentales a base de suelo estéril de frijol, se
determind la interaccién del antagonista con P. fumosoroseus. En la tabla 9
se observa en general que conforme avanzg el tiempo de incubacion, la
concentracion del hongo decrecié marcadamente hasta no encontrarse
ninguna célula del hongo presente, en contraste con un aumento del
antagonista. Se determiné que la concentracion inicial del hongo sélo se
conservo dentro de las 24 h siguientes a su inoculaciéon y encontrandose éste
microorganismo s6lo sin interactuar con el antagonista, y posteriormente
decrecio. En cuanto a los sistemas de interaccion de hongo—é.ntagonista, la
disminucion se observd dentro de las 24 h siguientes a su inoculacién. Se
determind que la disminucion de la concentracion inicial del hongo no sélo es
originada debido al efecto inhibitorio del antagonista, sino que también
decrece al no encontrar la humedad relativa adecuada en el suelo, como se
observa en la columna H. En cuanto al antagonista, en todos los sistemas
experimentales se observé un aumento en el nimero en comparacion con la
concentracién inicial que era de 106 hasta una concentracion mayor de 1079,
Con estos resultados se comprueba que ademas de ser fuertemente
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antagonizado el hongo P fumosoroseus por microorganismos del suelo,
también es afectado por otros factores abidticos que se presentan en el
suelo,

Tabla 9. Interaccion de P. furnosoroseus y antagonista en suelo estéril.

Tiempo de crecimiento Concentracion
(h)
H A H/A
0 106 106 106/106
24 106 108 -/108
48 102 108 -/108
72 - 1010 -/109

H: hongo P. furmascroseus

A: antagonista
HA: interaccion hongo-antagonista.

La técnica de la triple capa de agar, utilizada para el aislamiento de
actinomicetos de suelo antagonistas a patdgenos fungicos de plantas, ha sido
empleada para hallar antagonistas de Fusarium roseum, Rhizoctonia solani,
Pythium uftimumy Verticillium aboatrurn (Herr 1959). La actividad inhibitoria
de actinomicetos Yy bacterias nativas de suelo contra cepas de P.
fumosoroseus se midio al utilizar esta técnica. Los .actinomicetos
demaostraron la mayor actividad antagonista. La disminucion poblacional de P.
furmosoroseus por microorganismos antagonistas nativos del suelo,
inoculados en medio de cultivo, se atribuyo a la produccion de un factor
biolégico activo que fue producido y liberado al medio, cuya naturaleza
quimica se desconoce. Como este ensayo se efectué en un medio de cultivo,
existié un contacto intimo entre los microorganismos, sin barreras fisicas que
pudieran intervenir en tal evento biolégico. La presencia del antagonista
empleado disminuyé drasticamente la poblacién de P. fumosoroseus en un
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periodo de 24 h, mientras que en ausencia del antagonista, P. fumosoroseus
se desarrollo hasta alcanzar niveles maximos de 10° cel/ml de medio. Los
resuftados apoyan que este hongo es susceptible a la accién de otros
microorganismos nativos del suelo. Esto posiblemente proporcione una causa
biologica que limita el potencial de accién de esta bacteria en la naturaleza.

Los resultados de los estudios antagonistas por miembros de la comunidad
del suelo hacia P. fumosaoroseus, sugieren que tal mecanismo ecologico se
manifiesta en funcién de diversos factores, entre estos el tipo de cultivo al
gue es sometido el suelo. Una marcada tendencia antagénica fue exhibida
para aquellos suelos tratados bajo el sistema de rotacion y efectos contrarios
para suelos cultivados con el sistema continuo. Explicaciones a este
fenémeno son atribuidas a que tales practicas pueden modificar niveles de
nutrientes, sustratos organicos, pH, aireacion, humedad y temperatura, que
influencian el crecimiento de microorganismos (Martyniuk y Wagner, 1978).

Dentro de las comunidades microbianas estudiadas en el suelo, los
actinomicetos han mostrado ser un grupo predominantemente antagonista
na solo para P. fumosoroseus, sino en estudios enfocados sobre R. japonicum
(Pugashetti et a/,, 1982), donde se ha observado que en rizdsfera de frijol los
actinomicetos antagonistas incluyeron a mas del 70 % de los actinomicetos
totales, mientras que de bacterias consistieron en menos del 10 % del total,
manteniéndose esta proporcion constante en diferentes cultivos o practicas
de manejo de suelos. En el interés de un uso responsable de patogenos de
artropodos, y un control de plagas predecible, la habilidad de estos
patdgenos para establecerse como miembros activos del suelo en una
comunidad microbiana, requiere ser estudiado.

La produccidon de sustancias antimicrobianas, las altas tasas de crecimiento,

la capacidad para utilizar un amplio rango de fuentes de carbono exudados
por las raices y la produccién de enzimas extracelulares, son caracteristicas
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que algunos microorganismos presentan para colonizar rapidamente, por
ejemplo Pseudomonas cepacia (Hebbar et a/,1992d). La carencia de estas
habilidades podria ser alguna de las razones por las cuales P. furmosoroseus -
es incapaz de colonizar suelos y raices de plantas, y de esta forma explicar
en parte su marcada ausencia en estos ecosistemas. Otros factores
importantes en la colonizacién del suelo son la disponibilidad de nutrientes y
la presencia de microorganismos nativos (Jenkinson, 1981), asi como la
habilidad para germinar de cada microorganismo, pues algunos responden a
diferentes inductores de germinacién (West er a/, 1985). Por otro lado, la
incapacidad para crecer bajo condiciones naturales del suelo, enfatiza que ~.
fumosoroseus no esta adaptado para sobrevivir como un miembro activo de
la comunidad microbiana del suelo.

PERSPECTIVAS DEL PRESENTE ESTUDIO

Con los resultados obtenidos se comprueba que el antagonismo por
microorganismos nativos del suelo afecta fuertemente la estabilidad y
persistencia de Paecilommyces fumosoroseus. Esto nos conduce a la idea de
efectuar un mejoramiento de los formulados actuales por medio de la
implementacién de una estrategia biotecnoldgica que permita a P
fumosoroseus obtener ventaja contra el ataque de estos microorganismos, la
cual podria ser un encapsulamiento del microorganismo en los formulados
comerciales para aumentar su resistencia al ataque de estas. especies. Por
otro lado, la busqueda de una metodologia completa con la cual se garantize
el aislamiento del metabolito causante de la inhibicion del crecimiento con el
proposito de conocer con exactitud su sitio y forma de ataque contra 7.
fumosorocseus para fortalecerlo por medio de tecnologia de DNA
recombinante, y asimismo, probar el potencial antagonica del metabolito
contra otras especies de hongos que resultan patégenas a cultivos agricolas
para su posterior empleo como una alternativa de control contra estos
microorganismos.
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CONCLUSIONES

1) La técnica de la triple capa de agar resultd efectiva para aislar e identificar
microorganismos antagonistas contra P. fumosoroseus

2 )El microorganismo antagonista aislado fue identificado como actinomiceto,
el cual se encontrd Gnicamente en suelos sometidos al sistema de rotacion de
cultivos con pH cercano al neutro y alto contenido de materia organica.

3) El metabolito difundible causante de la inhibicion del crecimiento de P~
fumosoroseus no pudo ser aislado con la metodologia empleada en este

trabajo.

4) En todos los experimentos se requiri¢ de la presencia de células del
antagonista con metabolismo activo .

5) Existen factores abidticos como la humedad, que también afectan la
estabilidad de P. fumosoroseus en el suelo.
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Apéndices

APENDICE 1. Interacciéon de P. fumosoroseus con el antagonista en caldo
Sabouraud. Experimento A. El antagonista en crecimiento activo. En los
matraces 1 y 2, correspondientes a 0 y 24 h de crecimiento del hongo
respectivamente, la inhibicién por parte del antagonista fue total. En cuanto a
los matraces 3 y 4, correspondientes a 48 y 72 h de crecimiento del hongo,
se observé que no hubo inhibicion.
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APENDICE 2. Interacciéon de P. fumosoroseus con el antagonista en caldo

Sabouraud. Experimento B. El antagonista se hallaba inactivo. No se presento
inhibiciéon en ninguno de los matraces. El hongo tuvo la ventaja de estar en
crecimiento activo y no permitio el crecimiento del antagonista.
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