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1 Resumen

Actualmente uno de los grandes problemas en el cultivo de hortalizas, es el
ataque de nematodos, ya que producen una pérdida parcial o total en los
rendimientos de estos, generando asi una pérdida economica a nivel mundial.
Esta es una plaga complicada de controlar, ya que muchos de los nematicidas
quimicos usados actualmente no afectan a estadios iniciales que presentan estos
organismos, ademas de que el uso descontrolado de estas sustancias presenta
graves complicaciones ambientales. Sin embargo, una de alternativa es el manejo
bioldgico, entre las cuales destaca, la utilizacion de controladores biolégicos como
el hongo nematéfago Paecilomyces lilacinus, el cual ataca a varios estadios de
nematodos dentro de los que se destacan Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.,
Globodera spp., entre otros; y pueden ser muy eficientes si se les encuentra en
concentraciones adecuadas.

En el presente trabajo se evalud la produccién de blastoesporas, método de
secado, condiciones de almacenamiento y vida de anaquel de los hongos
nematofagos; durante la evaluacion de los medios para la produccion de esporas
de Bk-PI-001 se obtuvo que los mejores medios fueron el medio CAD y el PCD2
alcanzando una concentracion promedio de 1.78x10° UFC-mL™* y 1.49x10’
UFC-mL™ respectivamente. En la evaluacién del método de secado y condiciones
de almacenamiento se obtuvo que los mejores métodos para el secado de hongos
nematéfagos pueden ser, tanto el secado tradicional como el de aspersion, no
obstante, ciertos factores permiten que estos métodos tengan éxito y no afecten la
viabilidad de los hongos tras la desecacion.

Mientras que las condiciones de almacenamiento, a las temperaturas de 25°C
y 4°C, demuestran no afectar la viabilidad de los hongos, otros factores que
permiten una prolongada vida de anaquel de los hongos entomopatégenos es la
actividad de agua (Aw) de las muestras y las caracteristicas fisicoquimicas de los
inertes que se empleen durante el secado y el almacenamiento de las esporas de
estos hongos nematdéfagos.

Palabras clave: Paecilomyces lilacinus, hongos nematéfagos, nematodos
fitoparasitos, inertes, biocontrol, manejo bioldgico.
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2 Introduccioén

Los nemétodos fitopardsitos constituyen un grupo de gran impacto en cualquier
agro sistema por su accién patogénica sobre la mayoria de los cultivos, como
Chile seco (Capsicum annuum L.), Frijol (Phaseolus vulgaris L.), Tomate (Solanum
lycopersicum), Cacahuate (Arachis hypogaea), Papaya (Carica papaya), Platano
(Musa sapientum), entre otros (Montes-Belmont, 2000; Velasquez-Valle, 2001).
Las pérdidas de cosecha anuales estimadas a neméatodos fitoparasitos en la
produccion agricola se aproximan al 11%, siendo las pérdidas econdmicas
anuales de $100 billones de ddlares alrededor del mundo (Agrios, 2005). El
método mas utilizado para el control de esta plaga es por medio de la aplicacion
de productos quimicos como el bromuro de metilo o cloropicrina, ya que provoca
una disminucion drastica de la poblacién del nematodo y minimiza las pérdidas a
corto plazo (Fe-Andrés, 2002). Sin embargo, como bien se sabe el uso de esta
practica causa dafios al ambiente y enfermedades a seres humanos (productores
y consumidores), ademas de provocar mayores niveles de resistencia, mutaciones
del nematodo (Castillo y Medina, 2014).

Debido a lo anterior, desde hace varios afios se han buscado otras practicas,
tal como lo es el manejo biolégico o biocontrol, esta practica prometedora elude el
uso de plaguicidas quimicos; empleando depredadores, parasitoides, extractos
botanicos, hongos, bacterias, neméatodos y virus; los cuales son enemigos
naturales de las plagas. Los micoplaguicidas son una alternativa sustentable en
gran parte a que presentan mayor especificidad y a que poseen gran rango de
hospederos plaga, aunado a que son persistentes y no requieren ser ingeridos.

En la actualidad se emplean diferentes grupos de hongos entomopatdégenos en
el biocontrol, entre los cuales se encuentran Paecilomyces, Verticillium,
Metarhizium, Beauveria y Trichoderma (Samaniego, 2015). El hongo nemato6fago
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson (1974) es un organismo que habita en la
rizosfera, especificamente en suelos ricos en materia organica que contengan
buena cantidad de humedad, sus poblaciones son mayores en climas templados y
es reconocido como controlador biolégico de nematodos de los géneros

Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. Y Globodera spp. (Cano, 2011). Este hongo,
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ademas de solubilizar el fosforo, parasita huevos, estados juveniles y adultos de
nematodos. Al penetrar, produce toxinas que causan deformacion, vacuolizacion,
pérdida de movimiento, dafio del estilete, dafio al sistema nervioso, deterioro de
estructuras reproductivas, y muerte del nematodo, ademas tiene la capacidad de
sobrevivir como saprofito en el suelo en el caso de ausencia de nematodos
(Samaniego, 2015). A pesar de que este se le puede encontrar de forma natural
en el suelo, rara vez se hallan en poblaciones lo suficientemente numerosas como
para lograr un control eficiente por lo que es recomendable la aplicacion de este
microorganismo, para elevar los niveles de la poblacion y asi tener un mejor
control de la plaga.

El uso de agentes de control biolégico por medio de hongos entomopatégenos
ha sido extensivamente estudiado, pero solo pocos productos son comercialmente
disponibles (Liu & Li, 2004). Dos de las mejores razones son la corta vida util del
hongo en los bioformulados y el alto costo de la produccién en masa (Duan et al.,
2008). Estos factores incluyen: ingredientes activos (Elzein et al., 2004), aditivos
(Jackson et al., 2006), proceso de secado (Teshler et al., 2007), las condiciones
de almacenamiento (Connik et al., 1996; Duan et al., 2008) y la actividad del agua
(Miranda et al., 2013). Para los hongos formulados como micoplaguicidas, la etapa
mas comunmente utilizada como “ingrediente activo”, es la espora (Duan et al.,
2008); la espora es la estructura generada por hongos que permite la dispersiéon y
supervivencia del microorganismo, ademas de su capacidad de infectar a su
hospedero cuando llegan a estar en contacto con él.

En la actualidad, la produccion masiva de los hongos entomopatégenos se
basa en la técnica de fermentacién difasica (SSF por sus siglas en ingles) y
fermentacioén liquida sumergida; el atractivo de la fermentacion liquida sumergida
se basa en su impregnabilidad masiva, utilizando el equipo existente, liquido de
fermentacion, el control mas detallado de las variables ambientales, y los tiempos
de proceso mas cortos (es decir, horas en lugar de dias como para la
fermentacion difasica). Al mismo tiempo, la produccion a escala comercial requiere
una considerable inversibn en equipo de fermentacion, mientras que la

fermentacion en sustrato solido puede lograrse de manera simple, aunque mucha
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mano de obra. Para la produccion de biomasa de estos hongos (micelio y
conidios aéreos) es fundamental el desarrollo de un medio de cultivo, y para esto
se debe de tener en cuenta la accesibilidad de los componentes, asi como el
aspecto economico, ya que esto repercute en la comercializacién del producto. Un
medio de cultivo debe de contener basicamente una fuente de carbono y
nitrégeno, sales inorgénicas y factores ambientales controlados (temperatura, pH,
aireacion) (Quintero-Zapata, 1998), ya que estos componentes repercuten
significativa en los atributos de los propagulos producidos (blastoesporas) como su
eficacia en el biocontrol, resistencia a la desecacion, tolerancia y persistencia
(Lane et al., 1991).

Por las razones anteriores, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
estabilidad en vida de anaquel del hongo Paecilomyces lilacinus como inoculante

agrobioldgico en polvo, con efecto nematicida.
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3 Descripcion de la empresa

Biokrone es una empresa biotecnoldgica que contribuye en la generacion
de un ambiente saludable para el ser humano, promoviendo la conservacion de
los recursos naturales, a través del suministro de productos innovadores que
fortalecen el desarrollo y sanidad de los cultivos.

Produce fungicidas biotecnologicos, biofortificantes, insecticidas botanicos,
entre otros; que ayudan a la agricultura nacional de manera sustentable con el
medio ambiente.

El Centro de Biotecnologia Biokrone nace con la vision de desarrollar
soluciones ecoldgicas innovando en compuestos activos, procesos y metodologias
aplicables a la industria agricola basadas en investigaciones biotecnoldgicas
propias y alianzas estratégicas con diversos centros de investigacion e
instituciones de estudios superiores nacionales.

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Investigacion del Centro
de Biotecnologia Biokrone bajo la direccion del M.C. Ricardo Olivares Moreno,
Gerente del Departamento de Investigacién y Desarrollo de la empresa Biokrone
S.A. de C.V. Se encuentra ubicado en Domicilio conocido S/N, S/C, Rancho
Particular Santa Rosa, C.P. 38191, Apaseo el Grande, Gto.

S 1L Uraamed Road

Figura 1. Ubicacién geografica del Centro de Biotecnologia Biokrone S.A.
de C.V.
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4 Problemas por resolver

El uso excesivo de sustancias agroquimicas se ha tornado una alternativa
ineficaz para el control de plagas como los nematodos fitoparasitos, ademas de
causar impactos a los ecosistemas y estructuras poblacionales benéficas para los
cultivos. Por lo que una alternativa mas sostenible para el medio ambiente es por
medio del control biolégico, el cual emplea sustancias y microorganismos que
atacan a la plaga en cuestion, uno de los microorganismos mas utilizados para el
control de este tipo de plaga es el hongo nematéfago Paecilomyces lilacinus, el
cual ataca a huevos y estadios J2 de diferentes géneros de nematodos. Sin
embargo, uno de los mayores problemas que presenta la presente investigacion
es la producciéon masiva de los cuerpos de resistencia (blastoesporas) de este
microorganismo y el tiempo de vida de anaquel de hongos que son empleados en
el control biolégico. Por lo que se pretende establecer un medio de cultivo liquido
gue sea capaz de producir altas concentracién de blastoesporas de P. lilacinus e
identificar el método de secado, soportes y condiciones de almacenamiento que
permitan la estabilidad prolongada de las blastoesporas de P. lilacinus.

12
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5 Diagrama de Gantt
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14

15

16

Ingreso al centro de
Biotecnologia de Biokrone.

P

Revisién detallada de la bibliografia
de temas correspondiente.

Capacitacion en procedimientos y
técnicas.

p

R
M
R

B

Caracterizacion morfoldgica de la
cepa P. lilacinus.

Desarrollo experimental para la
produccion de esporas del hongo P.
lilacinus.

Evaluacién de parametros de vida de
anaquel.

Redaccidn de reportes.

Revisidn final del proyecto
desarrollado.

Revisidn de la Bibliografia.
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Objetivos

6.10bjetivo general

Evaluar la estabilidad en vida de anaquel del hongo Paecilomyces lilacinus

como inoculante agrobioldgico en polvo.
6.20bjetivos especificos

Encontrar el medio de cultivo y las condiciones adecuadas en las cuales los

hongos alcancen la méaxima produccion de esporas.

Evaluar el efecto de la temperatura de almacenamiento en la estabilidad del

hongo Paecilomyces lilacinus.

Evaluar el efecto del método de secado sobre la viabilidad de esporas del

hongo Paecilomyces lilacinus.

Evaluar el método de secado del hongo P. lilacinus cuando es secada junto

con otro microorganismo nematofago (Bk-Pch-001).

Identificar la morfologia macroscopica y microscopica de P. lilacinus.

14
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7 Justificacion

En los Ultimos afios y debido a gran medida a monocultivos, humedad
constante en los suelos y al desconocimiento de establecimientos de manejo
preventivo de nematodos fitoparasitos, los productores afrontan afio con afio
incidencias cada vez mas fuertes de este tipo de plaga, provocando muchas
pérdidas econdémicas a nivel mundial. Entre las principales plagas de la region se
encuentra el nematodo agallador Meloidogyne incognita y lesionador Pratylenchus
spp., que causan lesiones en el sistema radicular de las plantas provocando
consecuentemente el agotamiento y estrés de estas, impidiendo aprovechar el
potencial de produccién, aunado a que el dafio puede ser mas grave si en el suelo
se encuentra la presencia de hongos fitopatdgenos; pues la interaccién del
nematodo con la planta, predispone a que estos hongos realicen el dafio total de
las plantas.

Siendo por ello, que los agricultores busquen implementar préacticas de control
mas accesibles y sustentables sin el uso de agroquimicos, los cuales, por el mal
manejo que le han dado, estan siendo ineficaces para el control de esta plaga y
causan un impacto a los ecosistemas y estructuras poblacionales. La generacion
de un bioplaguicida a base del hongo nematéfago Paecilomyces lilacinus,
permitird controlar la densidad poblacional de estos organismos. Debido a la
especificidad de este microorganismo se asegura que no se genere dafo a
especies bioldgicas no nocivas a los cultivos, ademas que el mismo cuenta con
caracteristicas biolégicas que permiten prolongar su estancia en los suelos,
haciendo que se auto propague a mediano y largo plazo, y asi obtener una
produccion agricola de mejor calidad.

15
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8 Marco tedrico

8.1Nematodos fitoparasitos
8.1.1 Importanciay descripcién

Los nematodos son un grupo muy importante dentro de los animales
multicelulares. Pertenecen al filo Nematoda, cuyas raices proviene del griego que
significa hilo. Existe una gran diversidad dentro de esta agrupacion, siendo
considerados las criaturas mas abundantes de la tierra. La mayoria de estos
organismos son marinos, sin embargo, los neméatodos tienen varios ejemplares
gue se encuentran muy bien adaptados a la tierra. Estos se pueden encontrar en
una gran variedad de ecosistemas, especialmente en climas tropicales y
subtropicales, y se interrelacionan directamente con los cultivos (Trivifio, 2003).
Existen nematodos benéficos que se alimentan de bacterias, hongos y otros
nematodos. Sin embargo, también existen nematodos perjudiciales para los
cultivos, ya que se alimentan de los tejidos de plantas creando repercusiones
negativas sobre los cultivos. Estos ultimos pueden ser clasificados como
nematodos del nudo de la raiz, enquistados, punzantes y de raices lesionadas
(FAO, 2013). En varios cultivos, los nematodos llegan a ser una plaga bastante
seria causando cuantiosos dafios en siembras de uso agricola. Hasta el momento
se han descrito mas de 28,000 especies diferentes, pero como son un grupo muy
diverso de organismos, el nimero de especies puede ser mucho mayor, con
algunas estimaciones de que el nimero de especies de nematodos varia de
100,000 a 100,000,000 (Luc et al., 2010) y por lo menos 2500 especies diferentes
de nematodos que son considerados plaga.

La gran mayoria de estos organismos ataca a las raices de los organismos
hospederos, sin embargo, algunos pueden causar dafios en otros tejidos como en
las hojas y flores. Sin embargo, debido a que su presencia es dominantemente en
el suelo, estas plagas son consideradas uno de los problemas mas complicados
de identificar, demostrar y controlar en campo. Los géneros que mayor influencia
tienen en la agricultura mexicana son: Meloidogyne spp., Heterodera spp.,
Pratylenchus spp., Radopholus spp., entre otros (FAO, 2018). Los nematodos son
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organismos microscopicos con aspecto vermiforme, alargados, no segmentados,
de cuerpo delgado que se van achatando hacia los extremos; bajo el microscopio,
aparecen como tubos muy delgados con una "cabeza" de forma contundente
definida y una cola delgada. Crecen hasta aproximadamente 1 mm de longitud,
aunque algunos pueden alcanzar mas de 5 mm de longitud (FAO, 2018). Habitan
en el suelo dentro de laberintos de poros interconectados, y se mueven en las
capas de agua adheridas a las particulas del suelo.

Los nematodos son sexuados y su fisiologia es diferenciada dependiendo
del sexo. Por lo general, los ejemplares machos son mas pequefios que las
hembras, lo cual es conocido como dimorfismo sexual. Si bien es cierto que existe
una gran diversidad de neméatodos en el mundo, éstos conservan una
sorprendente uniformidad estructural. No existe una cabeza diferenciada, por lo
qgue el cerebro se ubica en la parte anterior del cuerpo, mientras que todos sus
organos sensoriales se encuentran concentrados en el tejido circundante a la
invaginacion bucal. La estructura corporal de los nematodos esté dividida en tres
secciones gue son la seccion encefalica, la del eséfago y la region caudal (Roman
y Acosta, 1991).

8.1.2 Ciclo biolégico de los neméatodos

Todo nematodo tiene un ciclo biolégico que consiste en seis estadios los
cuales son: huevo, cuatro estadios juveniles (J1, J2, J3, J4) y adulto. En este
altimo, es donde se desarrollan y se vuelven funcionales las estructuras
reproductivas. Muchas de las especies de estos organismos tienen un cambio
bastante significativo en la cuticula al llegar al estadio J3, brindando a estos
animales una mayor resistencia al ambiente en comparacién con las anteriores
fases (Samaniego, 2015). Esto es un factor primordial que se debe tomar en
consideracion, si lo que se quiere es controlar a nematodos que se encuentran en
el edafén del suelo (Chitwood et al., 2009). Para la mayoria de los nematodos
parasitos de plantas, el ciclo comienza con la inseminacion de un nematodo
hembra, la cual desarrolla y deposita huevos fecundados. El estadio J1

normalmente se desarrolla en el interior del huevo y la primera muda también
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ocurre dentro de esta estructura. La eclosién del huevo sucede en los juveniles J2,
cuando salen al ambiente y suceden las mudas respectivas hasta convertirse en
adultos. En esta fase los nematodos tienen la habilidad de atacar e invadir a
plantas, y normalmente ingresan por el tejido radicular para luego ubicarse en el
cortex de la raiz produciendo dafios considerables en el tejido. En el caso de las
hembras, los ejemplares en el estadio J3 se adentran en los tejidos, donde busca
un lugar para acomodarse el resto de su vida. Por otro lado, los machos se ubican
justo debajo de la epidermis de la raiz y una vez que entran al estadio J4 salen al

edafén en busqueda de una hembra (Lee, 2005).
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Figura 2. Ciclo de vida patogénica de Meloidogyne spp. (Agrios, 2005)
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El control y manejo de neméatodos es bastante complicado por medios

convencionales, ya que normalmente cuando el agricultor nota sefiales de estrés

en el cultivo, la plaga ya esta establecida.

8.2.1 Control Fisico

Consiste en la utilizacion de agentes fisicos como la temperatura, humedad,

radiacion solar. El fundamento del método es que los nematodos solo pueden

desarrollarse y sobrevivir dentro de ciertos limites de intensidad de los factores

fisicos ambientales; mas alla de los limites minimos y maximos, las condiciones

resultan letales (Puertas, 2007; Andreu y Gomez, 2008).
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8.2.2 Control cultural

La mayoria de las practicas o labores de cultivo tienen un impacto directo o
indirecto sobre la incidencia y severidad de las enfermedades ocasionadas por
organismos del suelo. Entre las principales practicas culturales se encuentran:
barbecho, rotacién de cultivos, cultivos trampas, cultivos de cobertura, enmiendas
organicas, biofumigacion, cultivares resistentes y utilizacion de porta-injertos
(Athman et al., 2006).

8.2.3 Control quimico

Los nematicidas fumigantes son en su mayoria compuestos que actian en
la fase gaseosa del suelo, eliminando gran parte de los organismos Vvivos, son
fitotoxicos de efectos irreversibles por lo que deben aplicarse en pre-plantacion.
Son téxicos e impactantes al ambiente. Los no fumigantes son organofosforados y
carbamatos que afectan al sistema nervioso del neméatodo, impidiendo su
alimentacion; no son fitotoxicos, por lo que pueden aplicarse una vez implantado el
cultivo; son menos agresivos con el ambiente, no eliminan totalmente las
poblaciones de nematodos, sino que las mantienen a niveles tolerables (Stirling,
2014). Los productos quimicos mas utilizados para la fumigacién del suelo son
metam sodio, metam potasio, bromuro de metilo y dicloropropeno. Por otro lado,
como nematicidas se emplea normalmente carbofuran, terbufos, cadusafos entre
otros. Sin embargo, el control de huevos de nematodo con esta técnica es

bastante ineficiente (Cantufia, 2013).
8.2.4 Control Bioldgico

Corresponde al uso de uno o mas organismos benéficos para combatir
organismos que causan dafio. El propésito del control biolégico es reducir las
poblaciones de plagas a una escala que no represente dafio econémico y permitir
una cantidad poblacional de los organismos plaga que garantice la supervivencia
del agente controlador (Nicholls, 2008; Villacide y Corley, 2012). Entre los

microorganismos que destacan potencialidades como agentes de control biol6gico
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del nematodo agallador, se encuentran las bacterias del género Bacillus y
Pasteuria penetrans, que son parasitos obligados de nematodos fitoparasitos
(Agrios, 2005); otro grupo son los hongos nematéfagos con varias manifestaciones
de parasitismo, también se encuentran nematodos predadores y protozoos.
(Waingwright, 1995; Agrios, 2005).

8.3Hongos nematdfagos

Los hongos nematéfagos son microorganismos con la capacidad de atacar,
matar y digerir nematodos (adultos, juveniles y huevos), muchos de estos pueden
también vivir de forma saprofitica, atacar a otros hongos (micoparasitos) y
colonizar raices de plantas (enddfitos); hay mas de 300 especies de hongos
antagonistas encontrados por todo el mundo, incluyendo las regiones polares
(Barron, 2005; Piedra, 2007). Entre las principales especies de hongos
antagonistas de nematodos se encuentran: Arthrobotrys oligospora y
Monacrosporium spp., que son hongos parasitos facultativos, Catenaria
anguillulae, Drechmeria coniospora o Hirsutella rhossiliensis son hongos parasitos
obligados de nematodos; Pochonia chlamydosporia y Dactylella oviparasitica son
parasitos de huevos y larvas; Pleurotus ostreatus forma toxinas en las estructuras
de sus hifas para inmovilizar a los nematodos antes de infectarlos; Paecilomyces
lilacinus, parasita huevos y hembras; Trichoderma viride, T. harzianum, Aspergillus
niger, Glomus spp.; Otros hongos reportados con diferentes formas de parasitismo
son Fusarium solani; Cylindrocarpon sp., Lecanicillium lecanii (Waingwright, 1995;
Piedra, 2007).

8.3.1 Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson (1974)

P. lilacinus es un hongo presente en la mayoria de los suelos,
presentandose en una mayor concentracion en suelos tropicales y subtropicales.
Debido a la nueva organizacion taxonémica, el nuevo nombre cientifico de este
hongo es Purpureocillium lilacinum, sin embargo, el nombre original sigue siendo
comunmente usado (Luangsa-ard et al., 2011). Este organismo es normalmente

un sapréfito que empieza a consumir a su huésped hasta que esporula y consigue
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otro hospedero, este organismo produce un espeso micelio de donde se forman
los conidiéforos que producen los conidios. La produccion de conidios puede verse
afectada o favorecida, dependiendo de algunos factores como lo es la humedad y
la disponibilidad de nutrientes. El crecimiento y desarrollo del hongo es posible
entre la temperatura de 8 a 38°C, teniendo un crecimiento optimo entre 26 y 30°C
(Tigano y Inglis, 2006; Kiewnick, 2006). Este organismo es reconocido por ser un
eficiente controlador biolégico que parasita varios neméatodos que son plagas de
distintos cultivos. Entre estos destacan los géneros Meloidogyne spp., Radopholus
spp., Pratylenchus spp., Heterodera spp. y Globodera spp. (Cano, 2011). Aunque
este hongo es mas agresivo contra huevos de neméatodos también se ha visto que
parasitan a nematodos moviles y a hembras sedentarias (Esser & EI-Gholl, 1993).
Por esta razén es que este hongo esta siendo desarrollado comercialmente como

un agente de control de plagas (Inglis et al., 2000).
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Figura 4. Nematodos en el tratamiento con P. lilacinus (Carrion & Desgarennes, 2011)

83.1.1 Clasificacion taxondmica

Este hongo pertenece al dominio Eukaryota, reino Fungi, a la division
Ascomycota, subdivisibon Pezizomycotina, clase Ascomycete vy familia
Trichocomaceae. Actualmente este hongo lo estan catalogando dentro de la

seccion de las Isarioidea.
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8.3.1.2 Caracteristicas morfologicas

Las colonias en los medios como agar extracto de malta (MEA) o papa
dextrosa (PDA), presentan una tendencia a cubrir toda la placa, con colonias
inicialmente de tonalidad blanca-grisacea y al cabo de un desarrollo promedio,
cambian a una tonalidad rosa-lila. La superficie de las colonias es acuminada-

flocosa y de textura aterciopelada-pulvurulenta. El reverso es incoloro.
8.3.1.3 Morfologia microscopica

El micelio normalmente presenta una estructura lisa, hialina, no septada y
presentan un espesor entre 3 y 5 uym, a partir de las hifas se levantan los
conidiéforos erectos que pueden llegar a medir 650 ym, los cuales son verticilados
o irregulares, en cada una de las fidlides se presentan acumulos de células
conidiégenas, las cuales pueden ser solitarias en hifas fértiles. Los conidios se
encuentran en cadenas basopetales divergentes o enredadas, son de apariencia
hialina o ligeramente pigmentados con paredes suaves, unicelulares, elipsoidales
o fusiformes 2-3x2-2,5 pm.

Figura 5. Morfologia microscdpica de Paecilomyces lilacinus

8.3.1.4 Ciclo bioldgico

El ciclo de biolégico de hongos imperfectos comprende de 5 pasos
principales los cuales son: Dormancia de las esporas, germinacion, infeccion,
desarrollo de micelio y conidiogénesis. El desarrollo de micelio y produccion de

conidios viables esta directamente relacionado con la disponibilidad de nutrientes,
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ademas del método de inoculacion, salinidad del sustrato, relacion C/N, aireacion,
contenido de humedad, entre otros. Los conidiéforos son caracterizados por tener
un reducido movimiento de agua, ausencia de movimiento citoplasmatico y baja
actividad metabdlica. Bajo condiciones favorables, las conidias germinan formando
un tubo vegetativo, el cual sera el micelio. Una espora es considerada germinada
cuando la longitud del tubo vegetativo es mayor a la dimension de una espora
(Brand et al., 2010).

8.3.15 Modo de accidén

El hongo P. lilacinus ataca principalmente a los estadios sedentarios y
juveniles de nematodos. Es importante saber que los huevos de nemétodos
fitopatbgenos estan compuestos normalmente de tres capas diferentes que son: la
capa externa vitelina, que estad compuesta de proteinas, la capa media compuesta
por quitina y la capa interior que esta compuesta por lipoproteinas (Brand et al.,
2010). Para comenzar la colonizacién, las esporas germinan y forman apresorios,
que es una estructura hifal que secreta enzimas extracelulares en funcién del
reconocimiento de hidrofobicidad de la superficie del huésped; después fijarse a la
pared del hospedero, las enzimas extracelulares, como las serinas proteasas y
quitinasas, causan la destruccion de ovarios de las hembras y la reduccién de la
eclosion de los huevos.

Por otra parte, produce toxinas que afectan el sistema nervioso y causa la
deformacion del estilete de las hembras, vacuolizaciones y pérdida de movimiento.
Se puede observar vacuolizaciones internas de las larvas del primer estadio,
segmentacion y gastrulacion atipicas. El hongo es capaz de penetrar el huevo,
crecer dentro del mismo y destruir el embrion. Park et al. (2004) estudiaron la
influencia de las leucinostatinas, un metabolito secundario producido por P.
lilacinus, en la colonizacion de huevos de M. javanica, que revel6 resultados
positivos. Ademas, demostraron que la actividad de la quitinasa puede estar
relacionada con el parasitismo, y no tiene un papel directo en la degradacion de la

pared celular de los patdgenos. También producen el antibidtico peptidico
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leucinostatina, efectivo contra un amplio rango de hongos y bacterias Gram

positivas y también el lilacinin (El6segui, 2006).
8.4Teoria de produccion de masa de hongos entomopatégenos
8.4.1 Tipo de propéagulo

En la naturaleza, el propagulo infeccioso tipo de los hongos Ascomicetes
entomopatdégenos es el conidio aéreo. Otro tipo de Propagulo de posible
explotacion son las blastoesporas, microciclo, microsclerotia. Este tipo de
propagulo se elige dependiendo de los siguientes factores: (Jackson et al., 1997;
Vega et al., 1999; Fernandes et al., 2015)

Virulencia

Tolerancia a la desecacion

Tolerancia térmica

Velocidad de germinacién

Infeccién

Tolerancia UV

Capacidad de producir el propagulo adecuado

Noohk~whE

Las blastoesporas son, propagulos fungicos hidréfilos vegetativos, el cual es el
modo preferido de crecimiento para muchos entomopatégenos dentro del
hemocele de insectos infectados. El crecimiento tipo-levadura del hongo permite
un mejor acceso a los nutrientes dentro del insecto y también se considera un
factor de virulencia porque las blastoesporas poseen cierta capacidad para
engafar al sistema inmunolégico del insecto (Wang y St Leger, 2006; Boomsma et
al.,, 2014). Las blastoesporas tienen una tasa de germinacion rapida (por
ejemplo,> 90% de germinacion en 6 h para P. fumosoroseus frente a 16-24 h para
conidios), que pueden hacerlos Utiles como mico insecticidas de contacto bajo
determinadas circunstancias (Vega et al., 1999).

Debido a este proceso de germinacion acelerada, la germinacion mas
rapida también puede reducir el periodo de exposicion a tensiones perjudiciales
ambientales (UV, baja humedad) después de la aplicacién, en comparacion con
conidios aérea. Al mismo tiempo, blastoesporas son mas intolerantes de tensiones

ambientales que los conidios aérea y, hasta ahora, han reducido la viabilidad
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después de la transformacion, una mucha mas corta vida de almacenamiento,
especialmente en condiciones ambientales, y la persistencia después de la
aplicacion.

8.4.2 Aislamiento y mantenimiento de la Cepa

Una estrategia tipica es aislar el hongo de un insecto para hacerlo
genéticamente uniforme, “cultivo Madre”. Se debe tener cuidado para asegurar
gue el hongo conservado no ha sido subcultivado en varias ocasiones (= 10 veces
consecutivas) en medios artificiales, ya que pasajes sucesivos a través de medios
artificiales, resultaria en la variacién en el patron normal de la morfogénesis (Butt

et al., 2000) y/o atenuacién de la virulencia.
8.4.3 Nutrientes

La seleccion de ingredientes y concentracion de los medios Optimos puede
ser algo lento y laborioso, especialmente para la fermentacidon liquida, pero es
extremadamente importante el definir las condiciones nutricionales apropiadas
para el maximo rendimiento de propagulos en el tiempo de fermentacibn mas
corto. Los nutrientes también pueden afectar a la morfogénesis de hongos, la
formacion de propagulos, tasa de crecimiento especifico, y la calidad de
propagulos y la aptitud para su uso en el control biolégico (Jackson et al., 1997).
Por lo tanto, los estudios nutricionales son de gran relevancia para el desarrollo de
los medios de produccion rentables para los hongos entomopatdgenos. Altas
concentraciones de oxigeno disuelto en cultivos liquidos o de oxigeno en la

atmosfera (> 21% O,) puede ser perjudicial para el crecimiento de hongos.
8.4.4 Fermentacion liquida

La fermentacion liquida sumergida para la produccién de entomopatégenos
Hypocreales ha sido un objetivo largamente buscado. El atractivo de la
fermentacion liquida sumergida se basa en su impregnabilidad masiva, utilizando
el equipo existente, liquido de fermentacion, el control mas detallado de las

variables ambientales, y los tiempos de proceso mas cortos (es decir, horas en
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lugar de dias como para la fermentacion-sustrato sélido). Al mismo tiempo, la
produccion a escala comercial requiere una considerable inversion en equipo de
fermentacién, mientras que la fermentacion en sustrato sélido puede lograrse con
una simple, aunque mucha mano de obra.

Los métodos de fermentacién liquida se pueden clasificar en dos
categorias: fermentacion liquida sumergida, donde el hongo esta sumergido en un
medio liquido constantemente agitado y aireado para formar blastoesporas,
conidios microciclo, o microesclerocios, y la fermentacion liquido estacionario, en
el que la esporulacion tiene lugar en una superficie aun, el liquido, la produccién
de micelio y conidios aérea. Los productos finales de fermentacibn sumergida
pueden ser blastoesporas, conidios “microciclo”, estabilizado productos de micelio,
o microesclerocios (Jaronski, 2013).

La homogeneidad de un cultivo liquido simplifica métodos de produccién y
procesado y ayuda para el desarrollo de condiciones optimizadas de nutricién para
la produccion. Ademas, factores ambientales, tales como, temperatura, aireacion y
pH son facilmente controladas, en comparacion a la fermentacion de substrato
sélido. Condiciones controladas de nutricibn y ambiental, capacidad de
escalamiento del proceso, seguridad en la calidad emitida y facilidad en la
recuperacion del producto, en general se traduce en costos de produccion bajos
para propagulos de hongos usando métodos de produccion en cultivo liquido
(Humphreys et al., 1989; Jackson et al., 1997).

8.4.5 Produccion de Blastoesporas

La produccion de altas concentraciones puras de la desecacion de
blastoesporas se ha logrado con Beauveria e lIsaria con tiempos cortos de
fermentacién. En general, medios ricos en nutrientes que contienen altas
concentraciones de fuentes de carbono y de nitrégeno son mas propensos a
producir propagulos vegetativos como las blastoesporas, cuerpos de hifas, micelio
y microesclerocios. Se ha demostrado que las blastoesporas pueden sobrevivir la
desecacion (secado al aire), de permanecer estables bajo almacenamiento

refrigerado (4 ° C), pero no a temperatura ambiente y de infectar a las moscas
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blancas mejor que los conidios aéreos. La influencia de las diferentes fuentes de
nitrégeno sobre la virulencia de la blastoesporas y la velocidad de germinacion
sigue siendo dificil de alcanzar (Jaronski, 2013).

En cultivos limitados de nitrégeno, la fuente de nitrogeno es el primer
nutriente que se agota, mientras que en cultivos limitados de carbono lo es el
carbono. El crecimiento en cultivos limitados de nitrégeno lleva a un desbalance,
tanto que la sintesis de proteinas es inhibida, sin embargo, la sintesis neta de
carbohidratos y lipidos procede mientras que el medio contenga una fuente de
carbono. Inch et al. (1986) mostraron que el contenido de glucogeno de P.
fumosoroseus fue mas alto en blastoesporas producidas en cultivos limitados de
nitrégeno que en blastoesporas producidas en cultivos limitados de carbono y esto
sugeria que el contenido de glucogeno puede influir en la longevidad de estas

esporas en el almacenaje.
8.4.6 Estrés en la produccién de esporas y su virulencia

El hongo cultivado bajo condiciones de estrés hidrico, por ejemplo, es
capaz de acumular mas polioles, los cuales, a su vez, se han asociado con una
mayor virulencia y la velocidad de germinacién incluso en condiciones de baja
humedad relativa (Magan, 2001; Andersen et al., 2006; Rangel et al., 2008). La
reduccion de la actividad de agua de los medios liquidos se ha asociado con un
aumento en la produccién de esporas por diversos hongos entomopatégenos
(Humphreys et al., 1989; Inch y Trinci, 1987).

8.4.7 Contenido de Humedad

Otro aspecto que puede afectar a la virulencia y debe ser tenido en cuenta
en la produccion en masa se refiere al contenido de humedad de conidios después
de secar. Para larga duracion en almacén, conidios se debe secar a menos del 5%
de humedad o una actividad de agua (Aw) < 0.3. Como regla general, cuanto, la
disponibilidad de oxigeno seco mas frio y mas bajo, se puede lograr la
supervivencia mas larga de propagulos fungicos. Se ha demostrado que los

conidios muy secos (Aw < 0.1) pueden sufrir de dafio imbibicion, debido a la
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rapida rehidratacion en agua fria (Faria et al., 2009). Estos conidios muy secos
deben ser rehidratados lentamente bajo vapor de agua o mediante el uso de agua
con temperatura >25 ° C, a pesar de que el dafio por imbibicién podria variar entre

especies de hongos y cepas.
8.4.8 Formulacion de mico insecticidas

La formulacion de propagulos de hongos para su uso como agentes de
biocontrol ha sido guiada por la necesidad de mejorar la vida de anaquel de este,
su eficiencia y/o las caracteristicas fisicas del producto. Las formulaciones que
mejoran la tolerancia a la desecacion de la espora o la vida de anaquel, asi como
los crioprotectores y aceites pueden inhibir la germinacion o el contacto de la
espora con su hospedero, resultando en la reduccion de la eficiencia del
biocontrol.

La viabilidad de estos propagulos debe ser garantizada hasta el momento
en que penetre la cuticula del insecto. Una de las principales razones que acortan
la vida de anaquel es la inestabilidad de las esporas en temperaturas altas, asi

como la exposiciéon a radiaciones UV y precipitaciones.
8.4.9 Estabilidad de ingrediente activo

La estabilidad esta estrechamente relacionada con la acumulacion de
reservas endodgenas y la alteracién de la composicion de las paredes celulares.
Estas diferencias se observan entre el empleo de una fuente de carbono y/o
nitrdgeno a otra, asi como las condiciones que se le dan posteriormente al
ingrediente activo, como el secado y condiciones de almacenamiento; lo que hace
que las blastoesporas producidas tengan una viabilidad menor en comparacién
con las esporas normales.

Se ha observado que los niveles de trehalosa son altos en los estados de
dormancia de las esporas, una parte es consumida por las mismas durante este
periodo y la otra permanece como reserva que se va degradando para
transformarse en glucosa cuando comienza la germinacion. La sintesis de

trehalosa comienza justo antes del estado de dormancia, al presentarse un factor
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estresante como el declive de los nutrientes en el medio durante el crecimiento de
los hongos (Feofilova et al., 2012).

Se ha considerado que también la fuente de nitrégeno podria ser un factor
gue interviene en la viabilidad de las esporas, esto lo observaron Jackson et al.
(2003) donde evaluaron el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno en la
sobrevivencia de blastoesporas liofilizadas de Paecilomyces fumosoroseus
ARSEF 4491 en un medio basal con 80 g L™ de glucosa como fuente de carbono y
13.2 g L™ de la fuente de nitrégeno a evaluar. Mientras que los rendimientos de
esporas fueron equiparables al cabo de 4 dias de cultivo a 28 °C en agitacion de
300 rpm, no fue asi con la sobrevivencia después de ser liofilizadas ya que por
una parte los casaminoacidos y el extracto de levadura permitieron una
germinacion de 82 y 79% respectivamente, el liquido de remojo de maiz sostuvo
una sobrevivencia del 44% y el digerido de harina de soya un 38%. Si se desea
evaluar el efecto de una fuente de carbono sobre este mismo pardmetro, debe
tomarse en cuenta utilizar una fuente de nitrdgeno que no intervenga en el
resultado.

La temperatura es otro factor determinante en la sobrevivencia de las
esporas de un hongo a través del tiempo, eso lo demostraron Cliquet & Jackson
(2005) quienes almacenaron a 4°C blastoesporas frescas de Paecilomyces
fumosoroseus 612 en su medio de cultivo o en la solucion de glucosa al 2.5%. Al
transcurrir 4 semanas, lograron conservar una germinacion menor a 30% sin
importar los nutrientes del medio de cultivo o si el liquido de almacenado era el
propio medio o la solucién de glucosa al 2.5% y sin formular; mientras que esporas
protegidas por un secado por liofilizacibn no germinaron después de 4 dias a 25
°C sin importar los medios de produccion o los fluidos de almacén. En ambas
pruebas utilizaron las mismas condiciones nutrimentales.

El método de secado podria afectar la vida de anaquel de las esporas
producidas. Esto se demostro en el trabajo de Kassa et al. (2004) en el cual
aplicaron 3 técnicas de secado a esporas de M. anisopliae producidas en el medio
liquido BH (3% biomalta y 1% extracto de levadura). Después de 24 horas de

germinacion, las esporas recién cosechadas a las cuales no se les aplicO una
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técnica de secado presentaron un porcentaje de sobrevivencia del 98.39%
mientras que las secadas por aspersion, liofilizacion vy liofilizacion con pulverizado

revelaron una germinaciéon de 92.66, 66.64 y 36.32% respectivamente.
8.5 Trabajos relacionados con el tema

Samaniego (2015) propuso evaluar los efectos de la concentracion de
carbono y la relacién carbono/nitrégeno sobre la produccién de conidias de P.
lilacinus. El usé 3 diferentes concentraciones de carbono (10, 20 y 30 gL™)
“Sacarosa”, mientras que los niveles de la relacion C: N fueron 20:1, 30:1 y 40:1,
utiizando Urea como fuente de N. Los resultados indicaron una mayor
concentracion final de conidias 2.1x10° en el tratamiento (30 gL™, 40:1), mientras
que la concentracién final de conidias mas baja (3.75x10%) se present6 en el
tratamiento (10gL™, 40:1), aunque no tuvo una diferencia estadistica con el
tratamiento (10 gL™, 20:1). El anélisis del ANOVA demostré que ambos factores y
la relacidn entre estos dos tienen un efecto directo sobre la concentracion final de

conidias de P. lilacinus.

Lépez et al. (2009) obtuvieron resultados variados al aplicar P. lilacinus
contra Meloidogyne spp. en café, en la altura de plantas no demostraron
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de estos. Las
diferencias de peso de la planta se dieron entre los tratamientos con P. lilacinus;
en el peso de las raices tampoco observaron diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos; en el nUmero de masas de huevos y nimero de nematodos

por 100 g suelo se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.

Mert y Dizbay (1977) estudiaron el efecto de la presion osmética y la
salinidad sobre la produccién de conidios y el crecimiento de Aspergillus niger y
Paecilomyces lilacinus, aislados del suelo, se han estudiado en esta investigacion.
La produccion maxima de conidios en ambas especies se observo en el medio
nutriente que contenia NaCl al 1%, mientras que el crecimiento maximo se registro

en el medio nutriente que contenia NaCl al 3% para A. niger. Se ha observado asi
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que la salinidad y la presion osmoética relacionada con ella afectan el desarrollo
reproductivo y vegetativo de ambas especies, y se ha observado que estos
efectos son diferentes. La sensibilidad de ambas especies de hongos a la sal
también fue investigada. No se observaron conidios en la especie de P. lilacinus
crecida en medio nutritivo con 5% de NaCl, mientras que el desarrollo conidial tuvo
lugar en el caso de Aspergillus niger crecido en el medio nutriente que contiene
5% de NaCl.

En estados unidos se disefié un medio liquido de bajo costo (20 centavos/L)
que se componia de una alta concentracién de carbono (=80 gL™ de glucosa)
suplementado con 25 gL de harina de semilla de algodén, usado como un
sustituto de casaminoéacidos, produjo altas concentraciones de blastoesporas de

desecacion tolerante y viables por 1 afio (Jackson, 2012; Mascarin et al., 2015).

Vega et al. (2003) evaluaron diferentes concentraciones carbono (glucosa)
y tasas de C: N (glucosa y casaminoacidos). Sorpresivamente encontraron que al
utilizar una tasa C: N de 1:1 (45 gL™ glucosa y 45 gL™ casaminoacidos), todos los
hongos obtuvieron sus maximos rendimientos en casi todos los momentos de
medicion (a los dias 2, 4 y 7 después de cultivo). Especificamente, las
producciones mas eficientes al séptimo dia, las consiguieron las cepas ATCC
20874 (2.69x10° esporas mL™), ARSEF 6730 (2.24x10° esporas mL™) y ARSEF
4502 (1.3x 10° esporas mL™) de P. fumosoroseus seguidas por B. bassiana ATCC
74250 (1.23x10° esporas mL™Y). Las concentraciones mas bajas fueron registradas
por B. bassiana ARSEF 5460 (0.27x10° esporas mL™) y M. anisopliae ARSEF
4901 (0.07x10° esporas mL™).

Cliquet & Jackson (2005) evaluaron el impacto del carbono y nitrogeno en la
produccion, germinacién, tolerancia a la desecacion y estabilidad en almacén de
blastoesporas de P. fumosoroseus después de 4 dias de cultivo a 300 rpm y 28 °C
en agitacién orbital. La mayor produccion se obtuvo con los mas altos niveles de

nitrégeno y carbono (13.2 y 80 gL' de casaminoacidos y glucosa
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respectivamente) logrando una cifra de 8.5x10° blastoesporas mL™. Por otra parte,
la segunda mejor produccion, de 5.9x10° blastoesporas L™, fue en el medio con
los mismos 13.2 g L™ de casaminoacidos, pero la concentracién de glucosa fue

reducidaa 8g L™

Lozano-Contreras et al. (2007) emplearon un biorreactor de 5 litros a una
agitacion de 520 rpm, recuperaron 2x10'° blastoesporas mL™ de P. fumosoroseus
después de 72 horas de incubaciéon. El medio de cultivo utilizado esta formulado
con 80 g L™ de glucosa como fuente de carbono y 20 g L como fuente de

nitrégeno.

Silva et al. (2017) evalu6 el efecto de Pochonia chlamydosporia (var.
Catenulata y chlamydosporia) y la cepa Paecilomyces lilacinus sobre los huevos
del nematodo agallador Meloidogyne enterolobii en superficies de agar agua (AA).
La reduccion en la eclosion de los juveniles del segundo estadio (J2) vari6 del 13%
al 84%, dependiendo de la cepa. Las cepas mas efectivas redujeron la
incubabilidad de J2 en un 57% a 84% en comparacion con los huevos no tratados,
pero las reducciones promedio fueron solo del 37% al 55% cuando se aplicaron
las mismas cepas a las masas de huevos. Las combinaciones de especies
fungicas (una cepa de cada especie) no aumentaron ni disminuyeron la eficacia

del control.

Jackson et al. (1997), trabajaron distintos medios de cultivo con diferentes
concentraciones de carbono y relaciones de carbono: nitrégeno, para producir
blastoesporas de P. fumosoroseus tolerantes a la desecacion. Todos los medios
probados soportaron la esporulacién en cultivos sumergidos, incrementaron la
concentracién de blastoesporas (5.8x10° esporas/ml) cuando se produjeron en
medios conteniendo 80 g de glucosa y 13.2 g de casaminoacidos, y un alto por
ciento (79%) de las blastoesporas que sobreviven al secado por aire. El medio que
contenia 20 g de glucosa y concentraciones de casaminoacidos de 13.2 a 40 g,

presentd un incremento en la produccion de blastoesporas tolerantes a
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desecacion. Las blastoesporas de P. fumosoroseus secadas por aire tienen una
LDso de 60 y 113 blastoesporas/mm™ para B. argentifolli en dos bioensayos
separados con relaciones (LDsp B. bassiana y LDsg P. fumosoroseus) de 3.9y 3.8
respectivamente. Los resultados obtenidos demuestran que altas concentraciones
de blastoesporas de P. fumosoroseus se pueden producir rapidamente en cultivos
liqguidos, mantener su viabilidad después del secado e infectar y matar a la

mosquita blanca.

9 Metodologia

La metodologia para este estudio se dividié en dos etapas, la primera constara
inicialmente en la evaluacion de crecimiento y produccion de esporas de ambos
hongos nematéfagos en diferentes medios de cultivo liquidos con la finalidad de
encontrar la mejor concentracion de blastoesporas. Una vez obtenidos los mejores
resultados se procedera a encontrar el inerte en el cual los hongos mantienen una
viabilidad prolongada, en esta Ultima etapa, se probaran dos tipos de secado: Por
aspersion y tradicional; y a partir de las muestras secadas se encontraran las
condiciones de almacenamiento (temperatura) que permitan la viabilidad de las

cepas.
9.1 Materiales
9.1.1 Material biolégico

Las cepas de hongos nematéfagos utilizadas en el presente trabajo fueron
Paecilomyces lilacinus bajo la clave Bk-PI-001 y el hongo nematéfago Bk-Pch-001
proporcionados por el centro de biotecnologia Biokrone. Para su preservacion se
realizaron resiembras en placas de agar papa dextrosa (DIFCO, BD®) e
incubadas por 120 h a 25 - 30°C y fotoperiodos de 16:8 h en una camara de

crecimiento vegetal Lumistell® ICP-55.
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9.1.2 Medios de cultivo

Los componentes basales para los medios a evaluar en la produccion de
blastoesporas de P. lilacinus, contienen: Minerales: K;HPO,, MgSO,7H.0,
CaCl,:2H,O y Metales traza: FeSO47H,O, CoCly;'6H,0, MnSO4H0, vy
ZnS04 7H,0. La dextrosa y la sacarosa fueron las Unicas fuentes de carbono que
compondréan los medios evaluados y seran agregadas en dos concentraciones (1x
y 2X), La fuente de nitrégeno para la produccién de blastoesporas y tolerancia a la
desecacion fueron extracto de levadura, peptona de caseina, peptona de carne y
casaminoacidos adicionadas en concentraciones 1xy 2x.

Para el caso de Bk-Pch-001 se baso6 en un medio ya propuesto en el centro
de biotecnologia Biokrone. Los componentes basales para los medios a evaluar
contienen: Minerales: K;HPO,4, KH,PO4, MgSO,4:7H,0. La sacarosa, dextrosa y
almidon modificado 1; fueron los carbohidratos que compondran los medios a
evaluar a una concentracién de 1x en el caso de la dextrosa y la sacarosa. La

fuente de nitrdgeno utilizada fue extracto de levadura a concentraciones de 1 — 2x.
9.2Métodos
9.2.1 Preparacién del Inoculo

Se efectuaron cultivos en placas de agar PDA por extension en placa de
cada uno de los hongos y posteriormente se incubaron a 25 - 30°C durante 120 h
con fotoperiodos de 16:8 h dentro de una camara de crecimiento vegetal marca
Lumistell® ICP-55. El inoculo de los medios liquidos fueron discos de 15 mm de
diametro de agar PDA con esporas de los hongos correspondientes. La
concentracion del inoculo fue de 5.6x10° UFC-mL™.

9.2.2 Condiciones de cultivo

Los medios liquidos fueron incubados a 25 - 30°C en una agitadora orbital
Lumistell® ISO-45 de 120 - 200 rpm durante 120 h. Después de las 120 h de
incubacién se realizo un andlisis de viabilidad (UFC'mL™) y control de calidad

(C.C.) por duplicado en placas de agar PDA y agar nutritivo (AN); y seran
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incubadas a 25 - 30°C, 72 h con fotoperiodos de 16:8 h dentro de una camara de
crecimiento vegetal marca Lumistell® ICP-55; y a 37°C durante 24 h en una
incubadora Thermo scientific® Heratherm.

9.2.3 Descripcion morfolégica colonial y microscoépica de los

hongos

Para la descripcion morfolégica colonial se procedié a realizar un estriado
masivo en placas de agar PDA y luego fueron incubadas de 25 - 30°C con
fotoperiodos de 16:8 h dentro de una camara de crecimiento vegetal marca

Lumistell® ICP-55. Las placas fueron monitoreadas cada 12 h.

La descripcion microscoépica de P. lilacinus se hizo mediante tinciones con
azul de lactofenol; para esto se tomd una muestra de una colonia (de las placas
monitoreadas) mediante un pedazo de cinta adhesiva transparente y se coloco
sobre un portaobjetos que contiene colorante azul de lacto fenol. La muestra fue
observada con ayuda de un microscopio compuesto Leica® DME usando el
objetivo de 40x.

9.2.4 Secado
9.24.1 Secado Tradicional

Una vez obtenidos los medios con la mayor concentracion de blastoesporas
de los hongos se procedié a secar de manera tradicional; para esto se utilizaron
charolas de aluminio con una cubierta de papel aluminio estériles, ahi se coloco el
medio liquido y el soporte (o inerte) en relacién 1:1.5 (v/w) respectivamente. Una
vez agregado se mezclo hasta dejar homogéneo y se dejo secando en una
campana de flujo laminar horizontal Tecnolab® BFM-126 durante 45 h
aproximadamente. Las muestras secas fueron maceradas mediante un pistilo de
mortero y depositadas en bolsas herméticas Ziplock de 125-250 g debidamente

rotuladas.
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9.24.2 Secado por Aspersion

Para esta actividad se empleo un secador por aspersion marca Buchi B-
290. Las condiciones de operacién del aire de secado fueron de: 80 - 110°C
(entrada) y 50 - 80°C (salida); la velocidad de flujo a usar fue de 5 - 10 mL/min.
Para evitar dafios al equipo los inertes empleados tuvieron que ser a base de
almidones. Los microorganismos utilizados en este estudio se cultivaron
principalmente en medios liquidos y luego del tiempo de incubacion a las
condiciones establecidas, se procedio a verter en esterilidad; el medio y el inerte

sobre un frasco de vidrio y agitador magnético.
9.2.5 Condiciones de almacenamiento

Las muestras secadas por ambos métodos fueron colocadas dentro de otra
bolsa Ziplock de 1 Kg y almacenadas a 4°C en un cuarto frio y a 25°C depositadas

en un estante.
9.2.6 Evaluacién de los parametros de vida de anaquel.

El pardmetro de vida de anaquel a evaluar Unicamente fue el de viabilidad,
mediante UFC-g, para esto se pesaron aproximadamente 0.1 g de muestra sélida
y se deposito en tubos para micro centrifuga de 1.5 mL que contienen 0.9 mL de
agua estéril (Dilucion madre), posteriormente se realizaron diluciones seriadas y
se agregaron 20 pL en placas con agar PDA por duplicado realizando una
extensién con varilla Drigalsky de acero inoxidable para luego ser incubadas a
25°C - 30°C durante 72 h con fotoperiodos de 16:8 h dentro de una camara de
crecimiento vegetal marca Lumistell® ICP-55. También se realizo un control de
calidad a las muestras, donde se adicionaron 20 pL de la dilucion madre a la placa
de agar nutritivo (AN) por duplicado e incubadas por 37°C durante 24 h en una

incubadora Thermo scientific® Heratherm.
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9.2.7 Disefo experimental

El diseiio experimental consto de un disefio screening o de cribado donde
se pretendio identificar los factores mas importantes en el proceso, en este caso,

la estabilidad de los hongos al paso del tiempo.

Cuadro 1. Medios de cultivo

Tipo de Concentracion Tipo de fuente de Concentracion
Medio fuentede  fuente carbono o, fuente de Microorganismo
nitrégeno o
carbono nitrégeno
SE Sacarosa 1x Ext. Levadura 1x P. lilacinus
SEm Sacarosa 1x Ext. Levadura 2X P. lilacinus
PCD1 Dextrosa 2x Peptona de Carne 2x P. lilacinus
PCD2 Dextrosa 2x Peptona de Caseina 2x P. lilacinus
CAD Dextrosa 2x Casaminodcidos 2x P. lilacinus
SEAP Sacarosa 1x Ext. Levadura 1x Bk-Pch-001
DEAPmM Dextrosa 2x Ext. Levadura 2x Bk-Pch-001

Cuadro 2. Estabilidad del ingrediente activo

Niveles
Inerte Temperatura
Almacenamiento (°C)
2
Inerte mineral (IMC) 45
- - 25
Almidén modificado 1 (AM1) 4
- - 25
Almidén modificado 2 (AM2) 4
. . 25
Tierra de diatomeas (TD) 2
. 25
Mezcla de inertes (M) 2
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10 Resultados

10.1 Evaluacion del medio de cultivo liqguido en la produccién de

esporas

El hongo P. lilacinus es un excelente controlador bioldgico usado
principalmente para el manejo de nematodos fitoparasitos. Este hongo se
caracteriza por parasitar estadios de huevos con la ayuda de la formacion de
micelio (Anastasiadis et al., 2008; Fernandez-Santillan et al., 2016; Silva et al.,
2017). Sin embargo, este micelio se forma a partir de los conidios presentes cerca
del organismo a infectar. Por ende, para tener una buena efectividad en el proceso
de supresion de plaga, es muy importante contar con altas concentraciones de
conidios para la aplicacion. Se ha descubierto que la cantidad de nitrégeno
disponible para la nutricion del hongo afecta directamente sobre el desarrollo
micelial. Sin embargo, es importante resaltar que el tipo y concentracién de
fuentes de carbono y nitrégeno disponibles en el sustrato afecta de forma directa
en la produccion de conidiéforos y por ende de conidias (Samaniego, 2015;
Jaronski, 2013).

El medio basal empleado en el presente trabajo fue el propuesto por
Jackson et al. (1997), las modificaciones a ese medio, como el tipo y
concentracion de fuentes de carbono y nitrégeno, llevaron a la produccion de
esporas vegetativas “blastoesporas” en la mayoria de los medios que se
disefiaron. Durante la evaluacion de los medios para la produccién de esporas de
Bk-PI-01 se obtuvo que los mejores medios para el desarrollo de la cepa fue el
medio CAD, SE y el PCD2 alcanzando una concentracién promedio de 1.78x10’
UFC-mL™?, 1.18 x10" UFC'mL™ y 1.49x10" UFC-mL™ respectivamente (Cuadro 3).
Sin embargo, las caracteristicas morfolégicas de las esporas producidas en el
medio SE son las parecidas a conidios aéreos, en comparacion a las esporas del
medio PCD2, que se caracterizan por tener forma de blastoesporas o de
‘levadura”, mientras que el medio CAD resulta dificil de preparar ya que la fuente
de nitrégeno es esterilizada por filtracion haciendo de este un medio poco

convencional. Segun Jaronski (2013), los medios empleados en la produccién
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masiva de hongos entomopatdégenos deben ser simples en su preparacion (para
no incrementar los costos de produccion y permitir su escalamiento en reactores
de mayor capacidad), por lo que el medio PCD2 se sigui6 empleando para la

produccion de este propagulo.

Cuadro 3 - Produccién de esporas de P. lilacinus en medios de cultivo liquido

. Tipo de Concentracion Tipo de fuente de Concentracion Concentra(7:i6n de )
Medio fuente de fuente carbono nitrégeno fl:|er3te de elsporas (x:l7.0 UFC-n_lL
carbono nitrégeno )+(DEx10° UFC-mL™)
SE Sacarosa 1x Ext. Levadura 1x 1.18+0,24
SEm Sacarosa 2x Ext. Levadura 2x 0.47+0,25
PCD1 Dextrosa 2x Peptona de Carne 2x 0.51+0,19
PCD2 Dextrosa 2x Peptona de Caseina 2x 1.494-0.036
CAD Dextrosa 2x Casaminoécidos 2x 1.78+0.78

Cuadro 4. Produccion de esporas de Bk-Pch-001 en medios de cultivo liquido

Medio Tipo de Concentracién Tipo de fuente Concentracion Concentracion de esporas
fuente de fuente carbono de nitrégeno fuente de (x10® UFC-mL™) + (DEx10®
carbono nitrégeno UFC-mL'l)
SEAP Sacarosa 1x Ext. Levadura 1x 0.026+0,005
DEAPmM Dextrosa 2x Ext. Levadura 2x 1.224+0.55

Anteriormente se habian realizado experimentos evaluando el impacto del
carbono y nitrdgeno en la produccién, germinacién, tolerancia a la desecacion y
estabilidad en almacén de blastoesporas de P. fumosoroseus después de 4 dias
de cultivo a 300 rpm y 28 °C en agitacion orbital. La mayor produccién se obtuvo
con los mas altos niveles de nitrégeno y carbono (13.2 y 80 gL' de
casaminoacidos y glucosa respectivamente) logrando una cifra de 8.5x10°
blastoesporas'mL™. Por otra parte, la segunda mejor produccién, de 5.9x10°
blastoesporas-mL™, fue en el medio con los mismos 13.2 g-.L™ de casaminoacidos,
pero la concentracion de glucosa fue reducida a 8 g-L™* (Cliquet & Jackson, 2005).
Estos resultados son mayores a los obtenidos, sin embargo, los autores manejan
la adicién de vitaminas y condiciones diferentes a las utilizadas, lo que permite el
incremento en la producciéon de esporas.

Por otra parte, la modificaciéon al medio ya establecido en la produccion de

Bk-Pch-001, llevo al incremento de la concentracion de esporas, este aumento de
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la concentracion fue provocado por el tipo e incremento en su fuente de carbono
(Cuadro 4), también se pudo percatar que la modificacién en algunas condiciones
de crecimiento no afecta de forma agresiva a la cepa y permite una mayor

concentracion de esporas.
10.2 Descripcién morfologica

La morfologia de P. lilacinus fue realizada en placa Petri con agar papa
dextrosa (PDA), una de las caracteristicas principales de la cepa, es su
crecimiento radial, lo que facilita su recuento en placa. Las colonias de este hongo
tienen tendencia a cubrir toda la placa e inicialmente presentan una coloracién
blanca, y con el tiempo se va haciendo ligeramente grisacea, al final de un
desarrollo considerable adquiere una tonalidad lila opaco (Figura 7). La superficie
de las colonias es acuminada-flocosa y de textura aterciopelada (Figuras 7 y 8). El
reverso de la placa presenta una coloracion ligeramente amarilla. Cabe resaltar
que las caracteristicas de las colonias variaron dependiendo del tipo de agar
empleado, en nuestro caso Unicamente se realizO en PDA, pero en 2
presentaciones de la marca Becton- Dickinson® (Figura 7).

El micelio normalmente presenta una estructura lisa, hialina, no septada.
Los conidios producidos en medios liquidos presentaron la forma de levadura
(Blastoesporas) de apariencia hialina (Figura 8).

Figura 6. Morfologia macroscépica de P. lilacinus en placas PDA
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Figura 7. Morfologia macroscdépica de Paecilomyces lilacinus; A) 24 h, B) 36 h, C) 48 h, D) 60 h, E) 72
h, F) 84 h.

Figura 8. Morfologia microscépica de Paecilomyces lilacinus en 40x
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10.3 Efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la viabilidad

de P. lilacinus

Para este experimento se eligio al azar “almidén modificado 2” como inerte
para su secado y posterior al secado se almacend a 25 y 4°C, los resultados
mostraron que empleando el medio PCD2 se logra alcanzar una viabilidad de
8.06x10° UFC-g™ y 6.21x10°> UFC-g™ respectivamente al paso de 7 semanas en
comparacién a las muestras donde se utilizaron medios de cultivo diferentes
(PCD1 y SEm). Las esporas producidas con los medios PCD1 y SEm presentan
una decaida que oscila en el orden 4 y 5 (Segun la temperatura de
almacenamiento) (Cuadro 5). Por otra parte, basandonos en la produccion de
esporas en PCD2, y las condiciones de almacenamiento, se puede decir que la
temperatura de almacenamiento no afecta drasticamente en la viabilidad de la
cepa.

Dicha afirmacién se evidencié por Garza-Pérez (2014), el cual después de
secar sus muestras y almacenarlas a 4 y 26°C, encontr6 que las cepas mantenian
una viabilidad superior al 47% después de 4 meses de almacenamiento, el autor
relaciona lo anterior, al uso de altas concentraciones de fuente de carbono, las
cuales permiten al microorganismo almacenar reservas enddégenas al momento de
ser desecadas (Feofilova et al., 2012). EI motivo por el cual este tipo de
microorganismo sobrevive en ambas temperaturas, puede referirse a que muchos
autores comprueban que la temperatura de almacenamiento adecuada y que
presenta mejores porcentajes de viabilidad y de germinacién es a los 4°C
(Jackson et al., 1997; Cliquet & Jackson, 2005; Lozano-Contreras et al., 2007;
Duan et al., 2008). Sin embargo, Carrillo-Pérez et al. (2013), expone el hecho de
gue los microorganismos que se localizan en zonas tropicales y subtropicales
estdn expuestos a temperaturas superiores y por lo tanto estarian mas
acostumbrados a 26°C que a 4°C. Para comprobar dicha hipotesis, los
investigadores sometieron a Isaria fumorosea (P. fumosoroseus), recién
cosechadas en un medio liquido que contenia 50 g-L™ de dextrosa; a 30, 34, 38 y
42°C por 30 min, siendo que aun a 38°C cerca del 80% de esporas lograron

sobrevivir a este tratamiento.
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Cuadro 5. Estabilidad de esporas de P. lilacinus frente a la temperatura de almacenamiento

Viabilidad (x10° UFC-g?)

Medio Temperatura Semana
Almac. (°C) 0 1 2 3 4 5 6 7
PCD1 25 500 450 128 058 0.72 056 011 o0.81
4 500 150 659 166 214 223 097 0.25
PCD2 25 15.00 37.50 18.80 10.90 16.80 12.60 10.40 8.06
4 2250 2470 17.80 8.82 434 981 587 6.21
SEm 25 500 100 504 065 045 090 0.26 0.64
4 500 100 432 171 1.91 193 241 112
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Grafico 1. Comportamiento de la viabilidad de esporas de P. lilacinus frente a la temperatura de

almacenamiento

10.4 Evaluacién del secado por aspersién y tradicional de los hongos

P. lilacinus y Bk-Pch-001 empleando diferentes inertes

Los resultados de la evaluacién de los métodos de secado para P. lilacinus
y Bk-Pch-001, demostraron que las blastoesporas de P. lilacinus no soportaron la
desecacion por el método por aspersion, el método fue probado con varios inertes,
pero todas las muestras mostraban bajo % de supervivencia. Segun Garza-Pérez
(2014), el método de secado podria afectar la estabilidad de las esporas que se

desean almacenar ya que de ser muy agresivo disminuiria considerablemente la
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sobrevivencia de estas. El método de secado por aspersion se considera una de
las principales técnicas de secado industrial de microorganismos; este
procedimiento es critico, si no se conocen los parametros del secado y los
protectores para ello, pues elimina al instante la mayoria de la humedad de la
muestra sometiendo a un estrés hidrico a los microorganismos, y las altas
temperaturas aplicadas harian perder esa caracteristica de termo tolerancia de las
blastoesporas. Kassa et al. (2004) menciona que, sin los protectores adecuados
durante el secado por aspersion de los microorganismos, como M. anisopliae o B.
bassiana, resulta en la pérdida total de la viabilidad de estos hongos.

Otra opcién es la aplicacion del secado gradual a temperatura ambiente
(Secado tradicional), siendo que representa un factor importante para los altos
porcentajes de sobrevivencia observados en algunos casos. La supervivencia de
las esporas justo después del tratamiento de secado es variable segun los
diferentes métodos aplicados a un mismo hongo (Garza-Pérez, 2014). Lo antes
mencionado, se explica cuando se procede a secar P. lilacinus y Bk-Pch-001 con
diferentes inertes, como tierra de diatomeas, mezcla de varios inertes, almidén
modificado 1, almidon modificado 2 y un inerte mineral a base de caolin
empleando el secado tradicional; Después de 6 semanas de almacenamiento se
obtuvo una viabilidad méaxima para P. lilacinus usando la Mezcla de inertes de
1.29x10® UFC-g* (25°C) y 4.48x10’ UFC-g* (4°C) y de 0 UFC-g* (25°C) y
3.02x10° UFC-g* (4°C) usando tierra de diatomeas (resultados mas
representativos)(Cuadro 6). Los resultados obtenidos pueden sugerir que el inerte
empleado para el secado es otro factor que afecta a la viabilidad de las cepas
cuando se almacenan a diferentes temperaturas, para este caso y como se puede
observar de los resultados (Cuadro 6); la viabilidad de P. lilacinus es mas estable
solo si, se utiliza la mezcla de inertes y se almacena a temperatura ambiente
(25°C) o cuando se usa tierra de diatomeas y se almacena a 4°C, estas
observaciones en la viabilidad tiene que ver con las caracteristicas fisicoquimicas
de los inertes y por lo tanto es la causante de la variacion.

En pocas investigaciones se hace referencia al uso de almidones para el

secado de hongos, ya que generalmente se emplean otros inertes como: caolin,
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tierra de diatomeas, ceniza y cascaras de soja, maiz y café. Varios autores
mencionan algunas caracteristicas de estos inertes, como la tierra de diatomeas,
la cual mencionan es lo soporte mas utilizado (Batta, 2008; Jackson et al., 1997;
Sandoval, 2001; Lozano-Contreras et al., 2007) y que existe naturalmente,
formada por restos fosilizados de diatomeas (algas unicelulares acuaticas), donde
uno de los principales componentes es el dioxido de silicio (SiO2) y pequefias
cantidades de minerales como aluminio, 6xido de hierro, hidréxido de calcio,
magnesio y sodio (Round et al., 1990), el cual ha mostrado un efecto sinérgico con
el hongo, pues es un soporte muy abrasivo a la cuticula del insecto, lo que permite
el contacto hongo-hospedero (Batta, 2008). El caolin ha sido otro inerte empleado
para la desecacion de hongos entomopatégenos, como lo demuestra Sandoval
(2001), donde muestra la viabilidad inicial de muestras secas de blastoesporas
obtenidas en el medio LM 1 (medio basado en Jackson et al., 1997) y mezclados
con los diferentes soportes, mostraron que con el soporte Surround (Caolin 5%) en
sus tres concentraciones, la viabilidad fue superior al 95%; con tierra de diatomeas
del 69%; del 55 a 68% con los tres diferentes talcos; con fécula de maizal 7.5, 5y
25 % con el 79 84% de blastoesporas viables, respectivamente; 42% con
formulaciones con harina de arroz; y 10% en formulaciones con cal hidratada.

Los resultados muestran que el empleo del inerte mineral a base de caolin y
almidon modificado 2, no fueron lo mas adecuado para el secado, ya que después
de 3 semanas aproximadamente, se observa la decaida completa de la viabilidad
de las blastoesporas de P. lilacinus (Cuadro 6). Esto puede explicarse ya que,
durante el secado tradicional, existen otros factores como la humedad relativa.

Estudios anteriores mostraron que la humedad relativa del secado al aire
puede tener impacto sobre la estabilidad al almacenaje de blastoesporas secadas
de P. fumosoroseus. Las blastoesporas secadas de P. fumosoroseus con una
humedad relativa (>50%) mejoré su estabilidad al almacenamiento (Jackson &
Payne, 2007). Como estos estudios de secado se realizaron en una cadmara de
flujo laminar bajo condiciones ambientales, es posible que estas preparaciones
estuvieran sujetas a condiciones de humedad relativa muy baja y el proceso de

secado fue muy rapido lo cual afecto la viabilidad de las blastoesporas.
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Cuadro 6. Evaluacion del método e inertes de secado en la vida de anaquel de las esporas de P.

lilacinus
Viabilidad (x10° UFC-g™)
Mi AM1 TD IMC AM?2
Semana
25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C
0 90.90 72.20 2.47 9.00 4430 43.60 1250 5.85 30.00 43.00
1 187.00 35.70 11.70 6.43 2690 29.40 6.50 2.23 3.25 2.36
2 410.00 52.60 3.37 472 18.00 81.70 0 0.09 0.05 0.135
3 496.00 52.90 3.49 488 0.382 10.20 0 0 0 0.067
4 677.00 38.70 3.46 6.21 0 31.60 0 0 0 0
5 684.00 99.40 5.26 7.58 0 36.70 0 0 0 0
6 1290.00 448.00 4.68 5.92 0 30.20 0 0 0 0
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Grafico 2. Estabilidad de las esporas de P. lilacinus secadas por el método tradicional

Bk-Pch-001 resulto ser un sujeto de estudio bastante apto, desde la

produccion en medios liquidos hasta su secado tradicional con inertes como

ambos almidones modificados y el inerte mineral a base de caolin. Las esporas de

este hongo mostraron una vialidad (durante

las 8 semanas que fueron

muestreados) de 0.675x10°> UFC-g*, 0.202x10° UFC-g* y 0.01x10°> UFC-g*

respectivamente (Grafico 2).
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Cuadro 7. Estabilidad de las esporas de Bk-Pch-001 secadas por método tradicional en 3 inertes

diferentes

Viabilidad (x10° UFC-g)
Semana AM1 AM2 IMC
30.00 47.50 205.00
25.50 25.50 183.00
33.20 54.20 109.00
14.00 23.00 38.50
8.66 12.40 7.06
270 459 0.824
1.24 3.87 0.124
0.832 1.73 0.045
0.675 0.202 0.01
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Gréfico 3. Estabilidad de las esporas de Bk-Pch-001 secadas por el método tradicional

10.5 Evaluacion del secado tradicional y por aspersion del hongo Bk-
PI-001 cuando es secada junto con el hongo Bk-Pch-001.

Durante la evaluacion del secado por aspersion de P. lilacinus cuando es
secada junto con Bk-Pch-001, se demostr6 que mantiene una vida de anaquel
superior a los dos meses (Cuadro 9), comparada cuando solo P. lilacinus es
secada por el mismo método. Este resultado hace referencia a lo mencionado por
Kassa et al. (2004), siendo que, Bk-Pch-001 funcioné como el agente protector de
P. lilacinus, y a su vez el inerte empleado sirvidé de protector de Bk-Pch-001. Sin
embargo, la viabilidad de P. lilacinus baja un orden respecto a su viabilidad (en

medio liquido) antes del secado (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Concentracion de esporas de ambos hongos en medio liquido antes del secado

Concentracion

Medio 107 UFC-mLY)
PCD2 1.45
SEAPM 3.68

La mezcla de inertes tiene una composicion tal que permite su aplicacion
para ambos métodos de secado, y ofrece ciertas caracteristicas propias de su
composicién, como la maltodextrina la cual, por sus propiedades, ayudan en el
almacenamiento y conservacion; y por su consistencia, permite realizar una
encapsulacion y facil homogenizacién. Estas y otras caracteristicas de las
maltodextrinas, favorecen la recuperacion de los productos ya que este es un
coadyuvante en la produccion y en el mejoramiento de los suelos (Bryshila et al.
2012; Rodriguez-Rodriguez, 2013); Por otro lado, los almidones ayudan con la
formacion de biopeliculas degradables, lo que permite la supervivencia y
homogenizacion después del secado. Estas caracteristicas son las que ayudaron
a que la mezcla de estos inertes fuese uno de los que mejores resultados

presentaron.

Cuadro 9. Evaluacion del secado por aspersion de Bk-PI-001 y Bk-Pch-001 empleando la mezcla de
inertes (PCD2, SEAPm)

Viabilidad (x10° UFC-g™?)
Semana Bk-PI-001 Bk-Pch-001 Total

0 3.17 21.50 24.70
1 1.29 34.40 35.70
2 1.25 29.80 31.0
3 2.15 28.00 30.10
4 6.15 16.30 16.90
5 1.18 21.50 22.50
6 0.675 13.70 14.20
7 1.14 20.50 21.70
8 0.51 13.40 13.90
9 0.048 2.01 2.06
10 0.119 4.08 4.20
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Gréfico 4. Estabilidad de las esporas de P. lilacinus y Bk-Pch-001 secadas por aspersién

El mismo experimento se repitid, pero utilizando diferentes medios de
cultivo antes del secado, lo cual condujo a que se obtuvieran concentraciones
similares de ambos hongos, esto puede deberse a la relacién de medio liquido

empleada para el secado, que para este caso fue una relacion (3:1 v/v).

Cuadro 10. Evaluacién del secado por aspersiéon de Bk-PI-001 y Bk-Pch-001 empleando la mezcla de
inertes (PCD1, PCD2, SEm, SEAP)
Viabilidad (x10° UFC-g™)
Semana Bk-PI-001 Bk-Pch-001 Total

0 5.54 11.80 16.00
1 5.78 8.80 14.60
2 5.56 6.33 11.90
3 5.46 8.79 14.25
4 6.63 7.81 14.40
5 4.87 4.65 95.20
6 5.26 6.85 12.10
7 291 3.43 6.34
8 1.45 1.81 3.25
9 0.765 10.90 11.70
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Grafico 5. Comportamiento de la estabilidad de las esporas de Bk-PI-001 y Bk-Pch-001 secadas por
aspersion

Los dos hongos fueron secados por el método tradicional, la viabilidad
inicial después del secado sugiere que la humedad relativa estuvo debajo del 50%
(Jackson & Payne, 2007), lo que afecto en la desecacion de las esporas de ambos
hongos. Sin embargo, se puede notar el mismo comportamiento cuando son
secadas conjuntamente. El secado de Bk-PI-001 y Bk-Pch-001 obtuvo una
viabilidad méxima total (después de 6 semanas) de 3.50x10° UFC-g*cuando se
usa tierra de diatomeas y es almacenada a 4°C, con la mezcla de inertes alcanzo
una viabilidad de 1.27x10° UFC-g™y es almacenada a 25°C; y de 1.44x10° UFC-g
!y es almacenada a 4°C, y una viabilidad total de 1.82x10°> UFC-g*empleando

almidén modificado 1 y almacenandolo a 25°C.

Cuadro 11. Evaluacion del secado tradicional de Bk-PI-001 y Bk-Pch-001 3empleando inertes diferentes

Viabilidad (x10° UFC-g?)

mi AM1 D
Semana Cepa

25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C

Bk-PI-001 9.00 9.67 135 157 0.45 1.35
0 Bk-Pch-001 6.97 11.70 090 0.45 36.40 60.50
Total 15.97 21.40 225 2.02 36.90 61.90

Bk-PI-001 5.60 9.79 236 1.39 0.090 0.45
1 Bk-Pch-001 5.76 7.13 0.81 0.337 40.80 40.30
Total 11.40 16.9 3.17 1.73 40.90 40.80
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11 Conclusiones

El medio de produccién debe proveer un ambiente nutricional que promueva la
formacién de blastoesporas que les permitan sobrevivir a la desecacion y al
almacenaje en un estado de sequedad, los medios como PCD2 y CAD fueron los
que alcanzaron una produccién de 1.49 y 1.78x10° UFC-mL™, siendo los mejores.
Sin embargo, una de las dificultades presentadas en la elaboracion del medio
CAD, fue la adicion de la fuente de nitrégeno y vitaminas al medio base, ya que es
necesario esterilizar por filtracidon y no perder sus propiedades, al desnaturalizar
aminoacidos y vitaminas termolabiles que contiene, lo que imposibilita su
escalamiento a reactores de mayor capacidad e incrementa los costos de
produccion, aunado a que aumentaria el costo del medio por el precio del reactivo.
Por esta razén, el medio PCD2 representa una alternativa 6ptima en la produccion
de blastoesporas de P. lilacinus.

De la misma manera, los soportes deben proveer una matriz que permita a las
blastoesporas adaptarse a los procesos de secado y la proteja de las condiciones
nocivas durante el almacenaje. Se demostré que la mezcla de inertes se puede
utilizar para secar blastoesporas de P. lilacinus por ambos métodos, aunado a que
esta mezcla de inertes le confiere ciertas caracteristicas al ingrediente activo,
siendo por ello necesario un mejoramiento en la estabilidad de almacenado, si,
estos procesos se van a utilizar para la produccién comercial de estos hongos
como bionematicidas. Los estudios dirigidos a optimizar los medios nutritivos y las
condiciones de secado de blastoesporas de P. lilacinus se deben continuar y con
esto ayudar a mejorar la tolerancia a la desecacion y su estabilidad durante el

almacenamiento.
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12 Perspectivas

Se debe de optimizar las fuentes de nitrdgeno en la produccién de esporas de
P. lilacinus, ya que otro tipo de recurso podria resultar en costos bajos de

produccion o en mejores concentraciones de blastoesporas.

Se debe hacer la optimizacion del proceso de produccion evaluando
temperatura, agitacion, pH y tiempo de fermentacion en el reactor de tanque
agitado (5 L) controlando estrictamente dichas variables.

A la vez, se debe probar otros métodos de secado u optimizar los ya

establecidos con la finalidad de no perder la viabilidad después del secado.

Se debe de utilizar otros tipos de inertes organicos que fueron el producto
secundario en otros procesos, como la utilizacion de cascaras de arroz, trigo, maiz

0 soya, lo que podria optimizar la estabilidad de las blastoesporas de P. lilacinus.

Se debe evaluar otros parametros de vida de anaquel, como él % de
germinacion y % de viabilidad, que haria mas especifica la informacion obtenida y

que muchos autores manejan.

Asi también, se debe probar otros tipos de formulaciones que permitan mejorar

la estabilidad del bionematicida.
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13 Competencias desarrolladas

Trabajar bajo un Sistema de Gestion de Calidad (ISO 9001:2017) y
Ambiental (ISO 14001:2015)

Desarrollo de competencias en equipo para la ejecucién de un proyecto de
innovacion procedente de la cartera de productos Biokrone.

Laborar en un laboratorio en proceso de acreditacion en la Norma 1SO
17025:2017

Operacién de sistema biorreactores de tanque agitado de 7 L de la marca
holandesa Applikon.

Aplicacién de métodos normalizados para la cuenta de microorganismos
viables en productos agrobiol6gicos (NOM 092 SSA 1994, NOM 112 SSA
1994)

Estandarizacion en produccion y métodos de secado de hongos benéficos
utilizados para el control biorracional de plagas que afectan cultivos de
interés econémico

Capacitacion en manejo de Residuos solidos y primeros auxilios.
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15 Anexos

15.1 Preparacién de medio PDA

Disolver 39 g de polvo en un litro de agua destilada, mezclar con agitador
magnético durante 10 min a 90-95°C hasta la homogeneidad, posteriormente
esterilizar a 121°C y 15 Lbs durante 15 minutos. Una vez estéril el medio verter en
placas Petri (20 mL por placa) y dejar solidificar. Incubar por 24 h a 37°C, para

descartar posibles contaminaciones.

15.2 Extensioén en placa por estriado

Calentar la varilla Drigalsky de acero inoxidable durante 20 segundos a
fuego directo para eliminar cualquier microorganismo. Depositar la varilla en un
vaso con alcohol etilico al 70% durante 10-20 segundos agitando constantemente
con la finalidad de enfriar la varilla, posteriormente flamear la varilla y agitar
durante 15-20 segundos para enfriar la varilla (Nota: tener cuidado en no prender
el vaso con etanol al 70%), tomar una muestra del microorganismo para este caso
P. lilacinus. Levantar y flamear la tapa, colocar la varilla en las orillas de la placa
durante 10 segundos o deslizar la varilla alrededor de la muestra (Sin tocar la
muestra) durante 15 segundos, luego de estar fria completamente la varilla se
realiza la extension de la muestra mediante movimientos perpendiculares y
circulares en toda la placa, finalmente se flamea la tapa de la placa, se tapay se le

coloca cinta plastica.
15.3 Preparacion del medio CAD

Pesar los reactivos correspondientes, disolver todas las sales y fuente de
carbono en agua desmineralizada (sin mezclar con los casaminoacidos), ajustar el
pH con NaOH 0.1M o H3PO,4 concentrado (Segun se requiera), posteriormente
esterilizar el medio a 121°C durante 15 min. Adicionar los casaminoacidos con una
jeringa de 10 mL y un filtro tipo pirinola millipore de 0.45 um, para esto se emplea
la ecuacion de C,V;=C,V,, donde C; es la concentracion que se necesita en el
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medio, V; el volumen del medio en el matraz, C, la concentracién de la solucion
madre de casaminoacidos y V; el volumen que se agregara de la solucion madre
al matraz con sales y fuente de carbono (Nota: Una solucion madre muy

concentrada puede tapar el filtro).
15.4 Tincion con azul de lacto fenol

Agregar una gota de azul de lacto fenol en un portaobjetos, posteriormente
tomar un pedazo de cinta adhesiva transparente (sin dejarle huella o marcas a la
cinta), y tocar suavemente donde este esporulado el hongo (colonias en un medio
solido), luego colocar la cinta con la muestra sobre la gota de azul de lacto fenol, y
tratando de cubrir toda la muestra. Finalmente observar al microscopio. (Nota: Se
debe de colocar equipo de proteccion personal pues el reactivo empleado es

cancerigeno y provoca irritacion de las vias respiratorias).

15.5 Fotografias

Figura 9. Medio PCD2 (Control)
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Figura 10. Medio CAD (5 dias incubacion) Figura 13. Medio DEAPm (5 dias de
incubacién)

Figura 11. Medio PCD2 (5 dias incubacion)

Figura 14. Comparacion de los medios CAD,
PCD2 y DEAPm

Figura 12. Comparacion del medio CAD y
PCD2
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Figura 15. Muestra de los hongos de Bk-PI-001 y Bk-Pch-001 secadas por aspersion empleando la
mezcla de inertes

Figura 16. Muestras de los hongos Bk-PI-001 y Bk-Pch-001 secadas por aspersion empleando la
mezcla de inertes (Reverso de la placa)

Figura 17. Secado Tradicional de Bk-PI-001 en Ml y AM1
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