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Resumen

En los métodos de produccion de conidios en sustratos soélidos el sustrato se deshecha
posterior a la extraccién de los conidios, quedando gran parte sin utilizar, generando
desperdicios y elevando los costos de produccion. Se han propuesto estrategias para
reutilizar el sustrato residual, sin embargo, dichas metodologias involucran mdultiples pasos
adicionales de tratamiento, para su reacondicionamiento y posterior uso. Con base en esto,
surge nuestro interés y objetivo de desarrollar un proceso sencillo de relso de sustrato que
se mantiene posterior a la recuperacion de los conidios usados en control biolégico sin
descuidar el rendimiento de produccién y calidad de los mismos, libre de operaciones
adicionales, a una escala susceptible de produccién masiva, con la finalidad de obtener un
proceso rentable, facilmente replicable, en el que se minimice el desperdicio de recursos, y

que, ademas, pueda ser aplicado en sistemas de autoconsumo.

La metodologia desarrollada a partir de la manipulacion minima de las mezclas arroz-
conidios se aplicO a dos cepas fangicas de géneros utilizados en control biolégico:
Metarhizium robertsii Xoch-8.1 (entomopatégeno) y Trichoderma asperellum Th-T4 (3)
(antagonista de hongos fitopatdgenos). Para M. robertsii Xoch-8.1 se lograron hasta 4 ciclos
consecutivos en 34 dias, con una produccién acumulada de 6.54x10° con/gss, una pérdida
de sustrato de 48 % y una humedad final del 63 %. Mientras que para T. asperellum Th-T4
(3) se lograron 2 ciclos consecutivos en 10 dias, teniendo una produccién acumulada de
7.4x10° con/gss con una pérdida de sustrato del 51 % y una humedad final del 66 %. En
ambos casos la germinacién superé 90 % y en los bioensayos se mantuvo la capacidad
infectiva para ambas cepas al paso de los ciclos, lo cual implica que se conservé una buena
calidad de los conidios al paso de los ciclos. Ademas, se midié la actividad de agua inicial
en cada ciclo, se obtuvieron diferentes valores para cada uno de ellos, los cuales pueden
influir en el tipo de crecimiento de los hongos propiciando una mayor conidiacion o
crecimiento en forma de micelio. Finalmente, la realizacidon de analisis por microscopia
electronica de barrido permitié observar con mayor detalle la morfologia de crecimiento del

hongo y cdémo ésta se modificd durante los ciclos consecutivos de cultivo.

En conclusién, es posible reutilizar el sustrato residual, manteniendo el rendimiento de
produccion y la calidad en al menos un ciclo de redso, con una técnica sencilla que requiere

de tecnologia y capacitacion basica lo que la hace facilmente reproducible.



1. Introduccion

1.1 Control Biologico

Bajo el contexto que se abordara durante este escrito, en agricultura se define como plaga:
a aquel organismo o comunidad de organismos de cualquier tipo (Eukarya, Bacteria,
Archaea y/o virus) que actia como agente patégeno en cultivos agricolas, afectando la
dindmica del ecosistema ademdas de ocasionar problemas de tipo social y econdémico
(Zepeda-Jaso. 2018). En los cultivos agricolas las pérdidas generadas por plagas se
estiman que comprenden el 40 % de la produccidn agricola total mundial, lo que se traduce
en, pérdidas de mas de 220 mil millones de ddlares debido a enfermedades y al menos 70
mil millones de délares por insectos plaga (Secretariat et al. 2021) (Moran-Diez y Glare,

2016). Por esta razén es crucial disminuir el dafio que causan las plagas en los cultivos.

El control o combate de plagas en los cultivos agricolas surgié aunado al inicio de la
agricultura derivado del desarrollo de diferentes métodos control, algunos de ellos son: el
control quimico, control biolégico, control mecanico, control cultural, control del cultivo, entre
otros, y se ha extendido mas recientemente a otras areas como: la forestal, la veterinaria,
el sector pecuario, etc. (MINSA et al. 2010) (Pacheco-Hernandez et al. 2019). Se define al
control biolégico como una estrategia cuyo enfoque se fundamenta en el uso de sistemas
biolégicos, organismos y/o partes de ellos, como enemigos naturales de las plagas con el
fin de reducirlas o eliminarlas, lo cual implica una estrecha relacién y una especificidad
elevada entre los organismos utilizados como enemigos naturales “control” y aquellos
considerados plaga (Cicero-Jurado, 2020). En general, se describe a un enemigo natural
como aquel que es capaz de alimentarse o causar enfermedad en otro organismo de forma
intrinseca en la naturaleza, los principales enemigos naturales regularmente utilizados en
el control bioldgico son: hongos, virus, bacterias, insectos, acaros y depredadores. En otras
palabras, el control biol6gico representa la aplicacion directa para el combate de plagas del
conocimiento sobre las interrelaciones entre los organismos y el medio que la rodea, de
manera sostenible. En este sentido, se describen tres métodos bésicos diferentes de control

biolégico (Hajek y Eilenberg, 2018):

1.- Método clasico: denominado también como método de introduccién o importacion, pues
su principio basico se remite a la incorporacion de una nueva especie (especie exotica), en
una pequefia cantidad al lugar de interés donde se requiera realizar el control, con el fin de
que a lo largo del tiempo la poblacién control aumente y su presencia sea persistente.
Ademas, cabe destacar que a menudo, otro de los objetivos de la implementacion de este

método radica en el restablecimiento del equilibro natural de los habitats, con la generacion



de “nuevos habitats” debido a la introduccion del organismo control, el cual en el caso ideal

no tiene enemigos naturales en el lugar de aplicacion.

2.- Método de inundacion también denominado método de aumento: en contra parte al
control clasico, en este método el organismo control ya se localiza en el habitat de interés
y se busca un crecimiento significativo del mismo. Esta estrategia estd basada en la
liberacion de grandes cantidades del organismo control, generalmente en repetidas
ocasiones en intervalos cortos de tiempo, a diferencia del método clasico. Una de sus
caracteristicas principales es el tiempo en que disminuye la poblacién plaga, el cual es
notablemente menor en contraste con el método clasico. Los objetivos y expectativas de
esta estrategia son semejantes a los del uso de pesticidas quimicos, es utilizado
comunmente en monocultivos, por la necesidad de que los enemigos naturales deben estar
presentes. Debido a la gran cantidad de organismos control que se liberan durante la
aplicacion de este método, se posee una mayor eficiencia y efectividad en comparacién con

los otros métodos de control bioldgico.

3.- Método de conservacion: esta practica consiste en la aplicacion de medidas singulares
en el lugar de interés, con el propésito de incrementar la poblacion control de manera
natural, esto es, sin la necesidad de introducir los organismos de manera externa,
priorizando su crecimiento Unicamente con mejoras en las condiciones de su ecosistema.
Debido a la metodologia utilizada, este método es utilizado en cultivos que requieren un

control a largo plazo.

El éxito en los métodos de control biologico radica en identificar el organismo control,
particular para una determinada plaga en especifico; posteriormente se realiza su aplicacion
o implementacion en los cultivos agricolas que asi lo requieran, usando cualquiera de los
métodos de control anteriormente descritos. Asimismo, para lograr los resultados
esperados es de suma importancia la comprension de la relacién y la conducta natural entre
los organismos involucrados, esto es, del organismo control y del organismo plaga, ademas
de los factores ambientales externos en los que se encuentra inmerso nuestro sistema tales
como: la temperatura, la humedad, la radiacion ultravioleta, la actividad de agua etc.
(Cicero-Jurado, 2020; Pucheta-Diaz et al. 2006).

En la actualidad el uso de plaguicidas quimicos es predominante, pues es un meétodo eficaz
y sumamente rapido, sin embargo, los plaguicidas utilizados se caracterizan por ser dafiinos
para la salud humana, para los organismos benéficos por el amplio espectro que abarcan
y para el habitat en que se aplica, generando desechos quimicos peligrosos, contaminacion

de aguas y suelos, ocasionando en el peor de los casos resistencia de las plagas, por lo
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gue pierden su eficacia. A pesar de que el uso de pesticidas quimicos ha cumplido con el
objetivo de erradicar las plagas sobre todo de manera rauda, los efectos secundarios
causados por su empleo de manera indiscriminada evidencian que no se trata de una
maniobra segura ni sustentable para el manejo de plagas en los cultivos agricolas (Zepeda-
Jazo, 2018).

Por otro lado, por su esencia de origen natural, el control biolégico se considera una
disciplina viable y segura para el ambiente, consecuentemente, a diferencia del uso de
plaguicidas quimicos, se prioriza el desarrollo sustentable y el mantenimiento de los
recursos (Hernandez-Trejo et al. 2019). Algunas de las ventajas que ofrece son: los
organismos benéficos que comparten el ecosistema no suelen afectarse directamente,
debido a la especificidad de un producto microbiano, a diferencia de ciertos plaguicidas
guimicos el desarrollo de resistencia del organismo plaga “huésped” normalmente no es un
problema, no se generan residuos agroquimicos, ademas de ser compatible con la mayoria
de las otras técnicas de control (Gémez et al. 2018). Como se mencioné anteriormente, hoy
en dia, el uso de plaguicidas quimicos todavia domina el mercado del control de plagas en
los cultivos agricolas, pero el valor del control bioldgico sobre el control quimico de plagas

ha ido aumentado en los ultimos afios (Kline, 2020).

En ambos casos y de manera inevitable el uso de cualquier estrategia de control que sea
implementada de novo en algin ambiente causara alteraciones, y debido a ello es
importante seleccionar las mas adecuadas para que éstas sean las minimas posibles con
los resultados esperados (Ceccon, 2008). En este aspecto, el Manejo Integrado de Plagas
(MIP) anteriormente llamado Manejo Sustentable de Plagas, es una estrategia que ha ido
en aumento en los Ultimos afos, cuya practica tiene mas de 50 afios de empleo (Zepeda-
Jazo, 2018). El MIP se justifica en la sinergia de las diversas estrategias de control,
aprovechando las ventajas que cada uno puede ofrecer favoreciendo la conservacién del
medio ambiente y el desarrollo sustentable, en otras palabras, no se priva del uso de
pesticidas quimicos, mas bien se procura que descienda su consumo, con la sinergia de
métodos como el control biol6gico. Asi pues, el MIP se ajusta a los menesteres de las
situaciones particulares en las que se llegue a utilizar, convirtiéndola en la opcién mas viable
a corto plazo. En este asunto, México cuenta con el Centro Nacional de Referencia de
Control Biolégico (CNRCB), dependencia encarga de la generacion de planes y estrategias
que faciliten alternativas para la disminucion del uso de plaguicidas quimicos, mediante
enfoques seguros y sostenibles para el medio ambiente que contribuyan al aumento de la
calidad y productividad agricola (AGRICULTURA, 2021).



El mercado de bioplaguicidas ha ido creciendo de manera paulatina en todo el mundo en
los ultimos afios. En tal sentido, el mercado norteamericano de bioplaguicidas se encuentra
encabezado por los tres paises mas desarrollados de la region: Estados Unidos, Canaday
México (Gomez et al. 2018). Se estima que en conjunto el mercado de bioplaguicidas se
aproximo a 6.600 billones de dolares estadounidenses en 2020 (Mufiiz-Paredes et al. 2017),
con una tasa de crecimiento del mercado del 15 % (Gémez et al. 2018). En México durante
2019 se atendieron gracias al control biolégico de plagas méas de 13 mil hectareas con
microorganismos entomopatégenos, lo que evitd el uso de 272 toneladas de insecticidas
quimicos (AGRICULTURA, 2019).

La tendencia es gue en el corto plazo las empresas de plaguicidas quimicos introduzcan en
sus catadlogos de productos algunas alternativas de control biolégico, especialmente con
énfasis en los microorganismos (Kline, 2020). En vista de que cada vez mas el mercado
mundial demanda fuentes de produccion alimenticias seguras y sostenibles, ademas de
una menor trazabilidad quimica en los productos (Gomez et al. 2018), lo cual representa
una importante oportunidad al uso de bioplaguicidas para dar respuesta a esta
problematica, y cumplir con los requisitos de los fabricantes que quieran competir con las
exigencias en ese mercado. Estas alternativas han mostrado ser respetuosas con el medio
ambiente, eficaces y de facil adecuacion a protocolos de produccién masiva (Pacheco-
Hernandez et al. 2020). Por consiguiente, las pequefias y medianas empresas existentes
pueden considerar una oportunidad para ingresar al mercado incorporando los productos

de control biolégico.
1.2 Hongos usados en control bioldgico

Dentro de los enemigos naturales mas utilizados en el control biol6gico se encuentran los
microorganismos, que a su vez se pueden dividir en 5 subcategorias, las cuales son:
bacterias, hongos, virus, protozoos y levaduras. En la presente investigaciébn nos
centraremos particularmente en los hongos, los cuales representan aproximadamente el 10
% del mercado de bioplaguicidas, y son utilizados tanto para el tratamiento de

enfermedades, como para el control de plagas (Mishra et al. 2015).
1.2.1 Hongos entomopatdégenos

Los hongos entomopatégenos son uno de los enemigos naturales mas usados, y de mayor
importancia en el control bioloégico de insectos. El significado etimoldgico de la palabra
entomopatoégeno se define como: aquellos capaces de propiciar enfermedad en insectos.

Por consiguiente, los hongos entomopatégenos son un grupo de organismos eucariotas
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con la facultad de originar padecimientos en insectos, generalmente tan graves como para
causar su muerte, a este tipo de enfermedades se les conoce como muscardinas (Pacheco-
Hernandez et al. 2020). Hay una abundante y extensa cantidad de especies de hongos de
diversos grupos que infectan a los insectos, para el afio 2020 se habian descrito alrededor
de 700 tipos de hongos de 90 géneros diferentes con esta virtud (Deepa et al. 2020), de las
cuales destacan: Metarhizium, Beauveria, Isaria, Cordyceps y Trichoderma spp, al ser las
mas empleadas y caracterizadas para planes de control biologico (Gémez et al. 2018). Este
tipo de géneros se encuentran comunmente en la mayoria de los ambientes pues poseen
la cualidad de ser saprofitos, dicho en otros términos, su ciclo de vida no depende de la
necesidad de un huésped porque se alimentan alternativamente de materia organica (Baron
et al. 2019).

Practicamente toda clase de insectos son susceptibles a ser blanco de algun género de
hongo entomopatégeno, algunos de estos hongos pueden atacar mas de una especie de
insecto, otros por el contrario son sumamente especificos. EI mecanismo de accién por el
cual los hongos entomopatégenos producen o causan enfermedad en sus huéspedes es a
través del contacto, por medio de unas formas celulares peculiares llamadas conidios, las
cuales son estructuras encargadas del esparcimiento y proliferacion en cierta clase de
hongos y ademas de la patogenicidad como en estos casos, este proceso se puede dividir
en algunas etapas como se describe a continuacién (Imagen 1) (Pucheta-Diaz et al. 2006;

Téllez-Jurado et al. 2009; Gémez-Ramirez et al. 2014):

1.- Interaccién de los conidios con el integumento del insecto y germinacién: estas unidades
celulares infectivas a diferencia de otros patdégenos no necesitan ser ingeridas por su
huésped, los conidios pueden iniciar su proceso infectivo con la adhesion a la capa exterior
de los insectos llamada: cuticula, integumento, corteza, etc, o bien, a través de los
espiraculos. Se sabe que la capacidad de unién de los conidios a la cuticula del insecto es
debido a fendmenos fisicos y quimicos, estas regiones son denominadas regiones
intersegmentales o zonas blandas. Posteriormente se produce la germinacion de los

conidios con la formacion del tubo germinativo.

2.- Penetracion del integumento y reproduccién en el hemocele: El tubo germinativo realiza
una presion mecéanica en la corteza del insecto, de manera simultdnea se producen una
serie de enzimas (lipasas, proteasas, y quitinasas) capaces de degradar la corteza del
insecto, dando como resultado la introduccion del tubo germinativo al hemocele donde

crecera dentro del tejido produciendo formas micelares libres llamadas blastosporas.
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3.-Muerte del insecto: el hongo mata a su huésped de dos formas: (1) con la generacion de
mdltiples toxinas que pueden degradar estructuras celulares, o bien, con inhibidores
enzimaticos (acidos grasos organicos, péptidos ciclicos y lineales) y (2) consumiendo los
nutrientes de su presa. Con la muerte del insecto finaliza la fase parasitica y se inicia la fase

saprofitica.

4.- Colonizacion, esporulacion y diseminacién: el hongo se dispersa por todo el organismo
huésped, en esta etapa es cuando se visualizan cambios de coloracion caracteristica del
hongo involucrado; después, si las condiciones ambientales lo permiten, las hifas
penetraran el integumento desde adentro de su huésped hacia el exterior donde se dara
principio a la produccion de conidios, los cuales se esparcirdn por el ambiente mediante

diferentes medios para volver a realizar este ciclo infeccioso descrito.

En la Imagen 1 se muestra de manera esquematica el mecanismo general de accién de

infeccién de los hongos entomopatdégenos.
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Imagen 1. Mecanismo de infeccién por conidios de hongos entomopatégenos (Gomez-
Ramirez et al. 2014).

En el presente estudio nos enfocaremos particularmente en el hongo entomopatégeno

Metarhizium robertsii anteriormente catalogado como Metarhizium anisopliae, el cual ha
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sido estudiado ampliamente tanto a nivel molecular como bioguimico, cuenta con una de
las caracteristicas anteriormente mencionadas, ataca un rango amplio de especies de
acaros e insectos (por lo menos 200) (Brunnen-Méndoza et al. 2019), ademéas de ser
saprofito, se encuentra distribuido como un habitante comun en los suelos a nivel mundial
(Xu et al. 2014). Metarhizium robertsii es un hongo mesdfilo de tipo filamentoso capaz de
crecer en intervalos de temperatura de 10 °C a 35 °C siendo la éptima de 25 °C a 30 °C,
asimismo Metarhizium robertsii promueve el crecimiento de algunas plantas y es capaz de
asociarse simbidticamente tanto de manera enddfita como en la rizosfera de las plantas
(Ahmad et al. 2020; Ahmad et al. 2022; Franzin et al. 2022).

1.2.2 Hongos antagonistas de hongos fitopatégenos

Si bien los hongos entomopatégenos son los mas usados en el control biolégico,
especificamente para el control de plagas de insectos, existen otro tipo de hongos que son
antagonistas de otros hongos, es decir ejercen un impacto de control biol6gico contra otras

especies de hongos fitopatégenas (Hernandez-Lauzardo et al. 2007).

Los mecanismos por los cuales estos tipos de hongos antagénicos ejercen su accion
patdgena puede estar mediada por diferentes procesos, los principalmente descritos
pertenecen a dos grupos: (1) aquellos que tienen una accién directa contra los hongos
fitopatdbgenos (competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la antibiosis), y
(2) algunos otros que ejercen su actividad biocontroladora de manera indirecta
(estimulacion del crecimiento vegetal e induccién de resistencia) (Infante et al. 2009). A
continuacion, se describen de manera sucinta todos estos mecanismos (Companioni-
Gonzéalez et al. 2019; Martinez et al. 2013; Infante et al. 2009):

e Micoparasitismo: este es un mecanismo analogo al de los hongos
entomopatdégenos, el hongo control se adhiere y sobrecrece por encima y
alrededor de las hifas del hongo blanco, ejerciendo presidon mecanica y al mismo
tiempo excretando enzimas (quitinasas, celulasas, etc.) que hidrolizan la pared
celular del hongo parasitado, posteriormente se adentra en él y consume su

contenido celular (Imagen 2).
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Imagen 2. Micoparasitismo de Trichoderma harzianum sobre Aspergillus flavus (Kifle
et al. 2017).

e Competencia por espacio y nutrientes: en este proceso el hongo control posee
actividades metabolicas favorablemente mas altas que su blanco como:
aprovechamiento de nutrientes, su velocidad de crecimiento y su capacidad de
plasticidad ecoldgica, por lo cual de manera paulatina hara perecer al hongo
plaga. En este método es esencial la limitante o insuficiencia de espacio y/o algin
nutriente (Imagen 3).

¢ Antibiosis: la produccion de metabolitos secundarios (antibiéticos) que son toxicos
para el hongo fitopatégeno es la clave en esta tactica, dichos compuestos pueden
actuar de maneras diversas segun su naturaleza con contacto directo o sin él. Por
la resistencia a muchos metabolitos secundarios que pueden presentar los
organismos control, se cree que la antibiosis no es el mecanismo principal de
antagonismo (Imagen 3).

e Estimulacién del crecimiento vegetal: se ha observado que algunas especies de

hongos son capaces de inducir el crecimiento vegetal mediante algunos
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metabolitos secundarios de caracter hormonal, o bien por su capacidad de
solubilizar nutrientes (Imagen 3).

¢ Induccion de resistencia: se ha hecho de manifiesto que algunas cepas de hongos
usadas para el control biolégico son capaces de activar las defensas naturales
gue poseen las plantas, esto mediante diferentes compuestos volatiles organicos
(COV’s), este fendbmeno es conocido como induccion de resistencia sistémica. Lo
que las hace actuar de manera mas rapida frente al patégeno en cuestion,

mejorando su resistencia y disminuyendo su incidencia a enfermar (Imagen 3).
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Imagen 3. Esquema de interaccion Trichoderma- planta- patégeno. Mecanismos:
competencia por espacio y nutrientes, antibiosis, estimulacion de crecimiento vegetal e

induccioén de resistencia (Alfiky & Weisskopf, 2021).

Los mecanismos anteriormente descritos no estan excluidos entre si y puede presentarse
més de uno de manera conjunta. En el presente escrito, para este tipo de hongos nos
centraremos en el hongo antagonista Trichoderma asperellum, el cual se puede encontrar
de manera comercial, en algunos productos para su uso en el control biolégico contra

fitopatégenos como: Fusarium spp., Alternaria spp., Pseudoperonospora cubensis,

15



Cladosporium spp., Verticillium spp., Botrytis sp., Sclerotium spp., Rhizoctonia spp., entre
otros. (IICA. 2015). Ademas, el género Trichoderma se ha identificado en una diversidad
grande de habitats (Martinez et al. 2013), también cuenta con cualidades importantes como
amplios rangos de tolerancia a factores externos como pH (4-9) y temperatura (20 °C-35
°C), asimismo posee una velocidad de crecimiento relativamente rapida en distintos
sustratos y se ha comprobado su capacidad para desarrollar todos los mecanismos de
accion contra los fitopatbgenos anteriormente descritos (Infante et al. 2009). También es
utilizado en una amplia gama de cultivos y establece su mecanismo antagonista ante varios
tipos de hongos lo que lo hace sumamente versatil. Estos hongos son capaces de producir
clamidosporas como estructuras de supervivencia que le permiten permanecer en

condiciones adversas (Companioni-Gonzalez et al. 2019).
1.3 Produccién de conidios para control bioldgico

La produccién de hongos para control biolégico consiste en el aumento significativo de las
unidades infecciosas (conidios) de interés, los métodos de produccion se adecuan al uso
de sustratos naturales que suministren los nutrientes suficientes, que éstos sean
preferentemente asequibles, sin descuidar la calidad y la produccion de las esporas. Las
alternativas de métodos de produccion se establecen a diferentes escalas como lo son:
artesanal, semi-industrial e industrial, ordinariamente en cultivos liquidos, cultivos solidos y
cultivos mixtos o bifasicos, la mayoria de los hongos empleados en control biolégico a una
escala de produccién masiva se llevan a cabo en cultivos sélidos (Rodriguez-Gamez et al.
2017). Aunque el arroz es el sustrato de mayor uso para la produccién de hongos en control
biolégico por sus propiedades nutrimentales, estructura adecuada para el crecimiento,
ademas de ser accesible, es importante evaluar otros sustratos (puros o mezclas) donde
se pueda obtener mayor produccién de conidios para asi tomar una decision final
considerando asimismo el factor costo-beneficio (Cando-Narvaez et al. 2021; Mufiz-
Paredes et al. 2017; Rodriguez-Gamez et al. 2017). Los diferentes biorreactores utilizados
para la produccion masiva de conidios son: bolsas de polipropileno, matraces y reactores
de bandeja y columna, los cuales en la mayoria de los casos no han mostrado diferencias
significativas con relacion a la produccion de conidios (Mufiiz-Paredes et al. 2017). También
es importante detectar las condiciones ideales de factores como: la concentracion inicial del
indculo, actividad de agua, el tipo de sustrato, el pH, la humedad, la temperatura, la
aireacion y el tiempo de incubacion, para la obtencién de una buena produccion de conidios
(Mulatu et al. 2021; Mufiz-Paredes et al. 2017). Las metodologias tipicas de produccion de

conidios se caracterizan por realizar un solo ciclo de produccién, por consiguiente, un solo
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ciclo de uso del sustrato, desechandolo posterior a la cosecha de los conidios, aun cuando
permanece mas del 80 % de éste sin utilizar (Ye et al. 2006; Kruger et al. 2014; Cando-
Narvaez et al. 2021).

Para las cepas de interés en esta investigacion, bajo diferentes condiciones de produccion
en cultivo sélido, utilizando arroz como sustrato, se han logrado producciones maximas de
9x108 conidios por gramo de sustrato seco (con/gss) (Alcantara-Vargas et al. 2020),
8.99x108 con/gss (Garcia-Cruz et al. 2019), 2.22x10° con/gss (Bich et al. 2018) y 1x10°
con/gss (Loera-Corral et al. 2016) para el hongo Metarhizium anisopliae, y de 3.2x10’
con/gss (Mulatu et al. 2021), 9.34x108 con/gss (L6pez-Alcantara, 2018), y 1x10° con/gss
(Cando-Narvaez et al. 2021) para el hongo Trichoderma asperellum.
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2. Antecedentes

En cuanto al relso de sustrato, especificamente arroz para la produccion de conidios para
su uso en control biolégico, se han desarrollado algunos estudios obteniendo una buena
produccién y calidad de estas unidades infecciosas, en comparacion con los procedimientos
tipicos de produccion de un solo ciclo de uso del sustrato. De hecho, se ha obtenido incluso
una mayor produccion en los siguientes ciclos de produccion, los de redso, conservando su
calidad en al menos un ciclo de reutilizacién, lo que evidencia que el reciclaje de arroz es
una estrategia que favorece la disminucién en los costos y tiempos de produccion de
conidios, empero la dificultad de estas metodologias radica en los numerosos pasos que se
efectllan para reacondicionar y posteriormente usar el sustrato antes de los siguientes

ciclos de produccion (Cando-Narvaez et al. 2021).

Empleando Metarhizium anisopliae en biorreactores de bolsa de polipropileno con 100
gramos, en comparacioén con arroz nuevo, Santi et al., (2011) elevaron la produccién de
conidios 1.5 veces mas con arroz reusado; sin embargo, hubo una disminucion significativa
en la calidad de los conidios con arroz reusado. En ese trabajo, para adecuar el sustrato se
llevaron a cabo procesos de: lavado, secado y reinoculado. Por otro lado, Kruger et al.,
(2014) utilizando bolsas de polipropileno con 45 gramos de arroz de diferentes tipos
alcanzaron una buena produccién de conidios solo con arroz precocido en un Unico ciclo
de relso, manteniendo el rendimiento de produccion de 2.04x10° con/gss con arroz nuevo
y 2.09x10° con/gss con arroz reusado, pero con una disminucién en la germinacion de los
conidios con arroz reusado (95.09 %) en comparacion con arroz nuevo (97.98 %); el arroz
reusado se sometié a la misma metodologia con la cual se acondicioné el sustrato nuevo.
Asimismo, Barra et al., (2016) utilizando biorreactores de bolsa de polietileno con 500
gramos de arroz precocido nuevo o de arroz precocido reciclado, observaron un mayor
rendimiento de produccién y menor costo en el ciclo de reutilizacion del sustrato, pasando
de 2.42x10° con/gss con arroz nuevo a 2.67x10° con/gss con arroz reciclado, aunque el
proceso requirié de: lavados, ajuste de humedad y reinoculacion antes del ciclo de reuso.
Por otra parte, utilizando un biorreactor de lecho compacto, en el cual la zona de reaccion
estaba compuesta por tres médulos, conteniendo 400 g de soélidos (360 g de arroz y 40 g
de bagazo Portilho-da-Cunha et al., (2020) mantuvieron estadisticamente el rendimiento de
produccion reutilizando el arroz en 2 ocasiones, aumentado 2.5 veces la cantidad total de
conidios cosechados en comparacion con el uso, en esta metodologia se emplearon pasos

de secado y reinoculacién del sustrato antes del nuevo ciclo de produccion.
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Como una alternativa a las metodologias propuestas anteriormente, Cando-Narvaez et al.,
(2021) analizaron la factibilidad de reusar el arroz sin pasos adicionales de tratamiento, es
decir una vez culminado el primer ciclo de produccién y cosechados los conidios, utilizar el
sustrato de inmediato sin mas, aprovechando como indculo los conidios que aln
permanecen en el grano después de la recoleccion. La metodologia se llevé a cabo sobre
pequefios frascos de vidrio con una pequefia cantidad de sustrato de 2.5 gramos. Se
emplearon dos géneros de hongos diferentes, para Trichoderma asperellum la produccion
de conidios aumento en el primer ciclo de retso de sustrato, aunque para el segundo ciclo
no se observo diferencias significativas ni en la produccioén ni en la calidad, con respecto al
método tradicional sin redso de sustrato, obteniendo una produccién total de conidios de
4.89x10° con/gss, casi 5 veces mayor a lo obtenido en un solo ciclo de produccién (1x10°
con/gss). Por su parte, con el hongo Metarhizium robertsii se obtuvieron aumentos
significativos en los rendimientos de produccién de conidios en el segundo y tercer ciclo de
redso, ademas que para el cuarto ciclo no se observaron diferencias significativas en la
produccién ni en la calidad de los conidios en comparacion con el primer ciclo, aumentando
significativamente los niveles de produccion total de conidios a 3.77x10° con/gss, hasta 6.5
veces mayor a lo obtenido en un solo ciclo de produccién (5.7x108 con/gss). Todas estas
investigaciones corroboran la factibilidad de reusar el sustrato, pero a un costo considerable
0 en pequefia escala, por lo tanto, es importante mejorar los métodos de relso de sustrato

a una escala de produccién masiva.

Por ultimo, en los ultimos afios los productores agricolas han mostrado mayor interés y
confianza en el uso de microorganismos para el control de plagas en los cultivos, lo cual ha
puesto en su atencién no solo en su uso, si no, también en el desarrollo y aplicacién de sus
propios microorganismos para su autoconsumo a nivel local lo que se conoce como (on-
farm) o control en la finca (Faria et al. 2023), en este tipo de control los agricultores cuentan
con sus propios laboratorios y poseen con enemigos naturales especificos para las plagas
que se encuentran en los cultivos de la cuales particularmente son duefios (IICA. 2015), el
tener estrategias que satisfagan las necesidades de este tipo de control y que ademas sean
mas eficientes son otras de las motivaciones para desarrollo de metodologias sencillas a

una escala de produccién masiva y que implique el redso de sustrato.
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3. Justificacién

Se estima que las pérdidas en los cultivos agricolas relacionadas con las plagas alcanzan
el 40 % de la produccién agricola mundial anual. Desde hace ya algun tiempo el control
biol6gico surgié como una alternativa al uso de plaguicidas quimicos para solventar esta
problematica por medio de estrategias limpias, sustentables, seguras, y eficaces. Para la
produccién de conidios de uso en el control biologico, el sustrato sélido mas utilizado es el
arroz, sin embargo, los métodos tradicionales llevan a cabo en un solo ciclo de produccién
de conidios y por lo tanto un solo ciclo de uso del sustrato, permaneciendo mas del 80 %
de éste sin utilizar, generando desperdicios y elevando los costos de produccién. Asi pues,
se han propuestos algunos métodos que involucran el uso del sustrato residual, que se
mantiene posterior a la cosecha de los conidios, obteniendo resultados favorables en
cuanto a rendimientos de produccion y calidad de conidios, incluso en ocasiones con
mejoras en los ciclos de reliso, empero estos procesos demandan numerosos pasos o de
técnicas sofisticadas, por ejemplo, para reacondicionar el sustrato antes de su reutilizacion
y en consecuencia el inicio del préximo ciclo de produccién. Ademas, recientemente se ha
despertado un mayor interés por parte de los productores agricolas en desarrollar e
implementar sus propios microorganismos de manera local. Debido a ello surge nuestro
objetivo e interés de desarrollar una nueva estrategia sencilla que involucre el retso del
sustrato, libre de operaciones adicionales de tratamiento, con énfasis en una escala
susceptible de produccién masiva con la finalidad de disminuir los costos de produccion,
teniendo un proceso mas rentable y eficiente, facilmente replicable, en el que se minimice
el desperdicio de los recursos, sin afectar los rendimientos de produccion ni la calidad de
los conidios, y que ademas, pueda ser aplicada particularmente en sistemas de produccion

de autoconsumo de control biol4gico.
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4. Hipotesis

El arroz residual posterior a la recoleccion de conidios es reutilizable sin la necesidad de

reacondicionamiento, y sin afectar el rendimiento de produccion ni la calidad de los conidios

a una escala semipiloto.

5. Objetivo

Desarrollar una metodologia sencilla de redso de sustrato exenta de operaciones

adicionales de tratamiento para la produccion de conidios con aplicacion en control

biolégico.

5.1 Objetivos especificos

Seleccionar y conservar las cepas de hongos para control biol6gico a utilizar.
Disefiar un proceso de relso de sustrato sdlido (arroz) facilmente replicable.
Identificar la factibilidad del redso de sustrato para la produccion de conidios a una
escala con aplicacion en produccion masiva.

Determinar el nimero de ciclos para reusar el sustrato manteniendo el rendimiento
de produccion y calidad de los conidios.

Comparar la produccion y calidad de conidios contra el método convencional.
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6. Estrategia experimental

En el siguiente diagrama se representa de manera esquematica la estrategia experimental

empleada.

Diagrama 1. Estrategia experimental
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7. Materiales y métodos
A continuacion, se describen los materiales y métodos utilizados:
e 7.1 Microorganismos usados

En este estudio se utilizaron las cepas Trichoderma asperellum Th-T4 (3) (Imagen 4) y
Metarhizium robertsii Xoch-8.1 (Imagen 5) de la coleccién de hongos del laboratorio de
Biologia Molecular y Enzimologia de Hongos de la UAM Iztapalapa. Ambos hongos se
propagaron en cajas Petri con medio de Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) y se incubaron a
28 +1 °C hasta que se observé un crecimiento homogéneo de 7-10 dias para Trichoderma
asperellum Th-T4 y de 8-12 dias para Metarhizium robertsii Xoch-8.1 (Méndez-Gonzalez et
al. 2020). Transcurrido este tiempo se rasparon los conidios y se suspendieron en 20 mL
de Tween® 80 estéril (0.05 % v/v), esta suspension se utilizé6 como indculo para cultivos en

estado solido.

Imagen 4. Trichoderma asperellum Th-T4 (3). Hongo antagonista de hongos

fitopatdgenos.
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Imagen 5. Metarhizium robertsii Xoch-8.1. Hongo entomopatdgeno.
e 7.2 Conservacion de las Cepas

Para mantener los cultivos viables y libres de contaminacion, se utilizé el método de
conservacion en agua destilada, se tomaron cajas Petri de cada cepa con crecimiento
homogéneo de conidios, después con una espatula metéalica estéril se cortaron 5 cuadros
de 0.2 cm? de medio con conidios y se transfirieron a viales de vidrio con agua destilada,

posteriormente se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C (Ayala-Zermefio et al. 2017).
e 7.3 Propagacion de cepas en cultivo superficial

A patrtir de los viales conservados se inocularon cajas Petri con medio ADS para cada hongo
cuando fue requerido, para ello, se tomaron 400 yL de agua con conidios suspendidos y se
esparcieron sobre cada placa distribuyendo homogéneamente con una varilla de Drigalsky
y se incubaron a 28 + 1 °C hasta que se observé una conidiacibn homogénea.
Posteriormente fueron utilizados como indculo en los medios de cultivo como se describio

anteriormente (en la seccién 7.1).

e 7.4 Determinacion de la humedad inicial

Se siguio la metodologia que establece GOmez-Ramirez et al., (2014), para la produccion
masiva de hongos usados en control biologico en bolsas y adecuandolo a nuestro sistema,

en este caso 50 g de arroz. Se agregd una cantidad de agua conocida a las bolsas con el
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sustrato: 13 mL y 14 mL para M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3),
respectivamente; después se esterilizaron durante 15 min y 15 psi. Una vez estéril, se
dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 40 minutos, transcurrido ese tiempo se
inocularon con 2 mL de una suspensién con una concentracion a 5x107 con/mL, equivalente
a 2 x108 conidios/gramo de sustrato seco inicial (con/gss). Posterior a la inoculacién, se
mantuvieron 20 minutos a temperatura ambiente y se registré la humedad, la cual fue
considerada como la humedad inicial. La determinacion de la humedad del sustrato se
realiz6 usando un analizador de humedad MA 35 Sartorius®. La humedad del sustrato se

expresd en porcentaje y se calculé mediante la siguiente formula:

f
%Hsz( lpi )*(100)

% Hs = Porcentaje de humedad del sustrato
Pi = Peso inicial
Pf = Peso final

7.4.1 Humedad inicial de los ciclos de produccion de redso de sustrato

Para determinar la humedad inicial en los ciclos consecutivos de produccion (los de reliso),
se cuantificé dejando reposar el sustrato 20 minutos a temperatura ambiente, posterior a la
extraccion de los conidios (Cando-Narvaez et al. 2021). Para todos los casos, se llevaron a

cabo 5 repeticiones y se calcularon las medias con las desviaciones estandar.
e 7.5 Determinacién de la maxima produccidon de conidios en cultivos en arroz

El objetivo principal de este experimento fue determinar el tiempo de maxima produccion
de conidios para un primer ciclo, de manera que fuera el punto de partida para los ciclos de
rediso sucesivos. Por lo tanto, se realiz6 un disefio factorial de 2 factores los cuales fueron:
el tiempo de incubacién con 4 y 5 niveles para Metarhizium robertsii Xoch-8.1y Trichoderma
asperellum Th-T4 (3), respectivamente, y la edad de las suspensiones con las que fueron
tratadas con 2 niveles: muestra 1 (suspension de conidios recién cosechados) y muestra 2

(conidios con un dia en refrigeracién), se realizaron 3 réplicas para cada tratamiento.

Las unidades experimentales constaron de biorreactores de bolsas de polietileno de alta
densidad de 17.5 x 25 cm (Imagen 6). Usando 50 g de arroz seco con una humedad inicial
del 28 % y 30 %, para Metarhizium robertsii Xoch-8.1 y Trichoderma asperellum Th-T4 (3),

respectivamente, en ambas cepas la cantidad de indculo que se utilizé fue de 2x10° con/gss
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incubando a una temperatura de 28 + 1 °C. Las bolsas se agitaron manualmente cada 2
dias para deshacer los agregados de arroz, para romper el micelio y propiciar el crecimiento
de conidios de manera uniforme. La produccién de conidios se cuantificd de los 6-9 dias de
cultivo para Trichoderma asperellum Th-T4 (3) y de los 9-13 dias de cultivo para

Metarhizium robertsii Xoch-8.1 (Gomez-Ramirez et al. 2014).

Imagen 6. Unidad experimental con 50 gss.

e 7.6 Produccién de conidios en cultivos en estado sélido
7.6.1 Primer ciclo de produccién

Con los resultados obtenidos en la seccion anterior (seccion 7.5), se procedi6 a realizar la
produccion masiva de conidios en cultivo en estado sélido, con los tiempos de incubacion
establecidos donde se observé la mayor producciéon de conidios. Como se describié de
manera similar en la seccion previa (seccion 7.5), las unidades experimentales consistieron
en bolsas de polietileno de alta densidad de 17.5 x 25 cm que contenian 50 g de arroz como
sustrato (Arroz Precocido, Verde Valle ™, Uruguay), se evaluaron 5 bolsas por cada cepa.
Se agregaron 13 y 14 mL de agua a cada bolsa de M. robertsii Xoch 8.1y T. asperellum
Th-T4 (3), respectivamente, las bolsas se cerraron realizando dos dobleces en la parte
superior de la bolsa y engrapandolas en ambos extremos (Imagen 6), posteriormente se
esterilizaron en autoclave a 15 psi durante 15 min. Después de la esterilizacion, el sustrato

se dejo enfriar a temperatura ambiente y se inocul6 con 2 mL de una suspension de conidios

26



gue contenia 5x107 con/mL para ambas cepas. En estas condiciones el tamafio del in6culo
fue de 2x10° con/gss (Méndez-Gonzalez et al. 2020), y la humedad inicial fue de 28 %, y
30 % para M. robertsii Xoch 8.1 y T. asperellum Th-T4 (3), respectivamente (Gomez-
Ramirez et al. 2014). El arroz se mezclé vigorosamente a mano para distribuir
uniformemente el inéculo y se incubd a 28 °C durante 9 dias para M. robertsii Xoch 8.1y 6
dias para T. asperellum Th-T4 (3).

Transcurrido ese tiempo, el contenido de cada bolsa (arroz conidiado) se colocé en un
matraz con 250 mL de Tween® 80 estéril (0.05 % Vv/v), y se agitd durante 5 minutos (Imagen
7) (Super-NuovaTM, Thermo ScientificTM). La suspension obtenida se decantd asegurando
la eliminacién de la mayor cantidad de liquido posible y cuidando que los granos de arroz
permanecieran dentro del matraz. Las concentraciones de las suspensiones se
determinaron utilizando un hemocitémetro con la ayuda de un microscopio a 40x (Imagen
8 y 9). Los resultados se expresaron en conidios por gramo de sustrato seco inicial
(con/gss). Ademas del rendimiento de produccién de conidios, se cuantificaron las
siguientes variables respuesta para cada ciclo: productividad (con/gss*dia), porcentaje de
humedad (%), la duracién de cada ciclo (dias), germinacién (%), viabilidad (%) actividad de

agua (Aw) y la pérdida de peso del sustrato (%).
7.6.2 Ciclos sucesivos de produccion de conidios (Reciclaje de arroz)

El arroz que quedo después de la cosecha de los conidios (considerado en adelante como
“arroz reciclado”) se colocd en una nueva bolsa estéril y se volvié a incubar en las
condiciones descritas anteriormente, este fue el inicio del segundo ciclo de producciéon de
conidios. Es importante mencionar que las bolsas que contenian arroz reciclado fueron re-
incubadas sin ningun tratamiento extra, es decir, sin re-esterilizacion, reinoculacién ni ajuste
de humedad. Después de la incubacion, los conidios se cosecharon y contaron como se

menciond anteriormente y el arroz restante se reutilizé en un tercer ciclo.
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Imagen 8. Conidios tipicos de Trichoderma asperellum Th-T4 (3) en cAmara de Neubauer
(hemocitometro).
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Imagen 9. Conidios tipicos de Metarhizium robertsii Xoch-8.1 en cAmara de Neubauer

[

(hemocitometro).

e 7.7 Pérdida de peso del sustrato

La pérdida de peso del sustrato se estimo al inicio de cada ciclo de produccién con base en
la materia seca (MS) disponible. Se evaluaron 5 muestras por ciclo, los resultados se
expresaron en porcentaje y se calcularon mediante la siguiente ecuacion: (Cando-Narvaez
et al. 2021).

g MS ) (100 — %Hs)

MS disponible ( 100

g sustrato
Donde:

MS disponible: Materia seca disponible

gMS: Gramos de materia seca

gSustrato: Gramos de sustrato

%Hs =

(Pi — Pf)
——(100)
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Donde:
%Hs: Porcentaje de humedad del sustrato
Pi: Peso inicial del sustrato
Pf: Peso final del sustrato
e 7.8 Actividad de agua (Aw)

La actividad de agua del sustrato se cuantificé al inicio de cada ciclo de produccién usando
un analizador de actividad de agua (AqualLab 4® TE) (Imagen 10) (Dagno et al. 2010;

Nufiez-Gaona et al. 2010), se analizaron 5 muestras por ciclo.

dw
25,45°C

8@ X

Imagen 10. Analizador de actividad de agua (AquaLab® 4 TE).
e 7.9 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Como muestras para su analisis, se tomaron granos de arroz después de la extraccion de
los conidios para cada ciclo de produccion. El sustrato se fij6 durante un dia en
glutaraldehido al 2.5 % (v/v) a 4 °C, posteriormente se realizaron tres lavados con
amortiguador de fosfatos (PBS 1X) (pH 7.4, NaCl 138 mM, KCI 3 mM, Na;HPO4 8.1 mM y
KH2PO4 1.5 mM), se realizé una post-fijacion con tetradxido de osmio al 1 % (v/v) en PBS

por dos horas; a continuacion, el sustrato se deshidrat6 en un tren de soluciones de etanol
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del 30 % al 100 % durante 10 minutos 2 veces para cada concentracion, en intervalos de
aumento de 10 %. Las muestras se secaron a su punto critico con CO, (Autosamdri®-815,
Series A) y fueron recubiertas con oro (DENTON VACUUM Desk Ill). Las muestras de
sustrato se examinaron en un microscopio electrénico de barrido Jeol JSM 5900 en el
laboratorio de microscopia electronica de la Universidad Autébnoma Metropolitana-
Iztapalapa. Los granos de arroz se montaron de tal forma que se pudiera visualizar tanto la

parte superficial como la transversal (Imagenes 11 y 12) respectivamente.

Imagen 11. Sustrato de manera superficial.

Imagen 12. Sustrato de manera transversal.
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e 7.10 Germinacioén

La germinacion se evalué a partir de cinco réplicas independientes de conidios de ambas
cepas. Después de cosechar los conidios como se describié anteriormente (seccién 7.6
Produccion de conidios), las suspensiones se ajustaron a 1x10°con/mL, luego se agregaron
50 uL de la suspensiéon se distribuyeron homogéneamente en cajas Petri que contenian
agar estéril al 2 %, y se incubaron durante 20 hy 18 h a 28 °C para M. robertsii Xoch 8.1y
T. asperellum Th-T4 (3), respectivamente (Cando-Narvaez et al. 2021). Se cortaron
secciones de agar de aproximadamente 2 cm? y se contaron 100 conidios utilizando un
microscopio a 40X (Boeco, Alemania). Se considerd que los conidios habian germinado si
la longitud del tubo germinativo era mayor que el diametro de los conidios (Ibrahim et al.
2002).

e 7.11 Viabilidad

Los conidios de cinco repeticiones independientes se recolectaron como se describio
anteriormente (seccién 7.6 Produccion de conidios), y las suspensiones se ajustaron a
1x10* con/mL, luego se agregaron 10 pL de la suspension (100 conidios) a cajas de Petri
que contenian ADS, vy las cajas se incubaron a 28 °C. Después de 72 h, se contaron las
unidades formadoras de colonias (UFC) y se determind el porcentaje de viabilidad. Esta

prueba se realizé solo para M. robertsii Xoch 8.1 (Mufiiz-Paredes et al. 2016).

Esta prueba de calidad no se llevé a cabo Trichoderma asperellum, debido a que su
morfologia y rapida velocidad de crecimiento dan lugar al entrecruzamiento entre sus hifas

en menos de 24 h, lo que impide observar y cuantificar las UFC.
7.12 Bioensayos
7.12.1 Infectividad

Se utilizaron larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), las cuales fueron
desinfectadas con Tween® 80 al 0.05 % y posteriormente con hipoclorito de sodio al 0.1 %,
cada lavado durante 15 segundos. Después de cosechar los conidios como se describié
anteriormente (seccion 7.6 Produccion de conidios), se prepararon suspensiones de
conidios de Metarhizium robertsii Xoch-8.1 con las siguientes concentraciones (1x108,
1x10”y 1x10°8) con/mL. Las larvas se sumergieron durante 20 segundos en una suspension
de conidios de 20 mL, como control se utilizé una solucién al 0.05 % de Tween® 80 sin
conidios. Las unidades experimentales consistieron en placas Petri que contenian 5 larvas,

se afiadio salvado de trigo como alimento y se realizaron diez réplicas por cada tratamiento
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(Imagen 13). Las placas se mantuvieron a 28 °C, con un fotoperiodo de 12:12 h. Las larvas
fueron monitoreadas durante 15 dias. La mortalidad se registré diariamente y las larvas
muertas se transfirieron a cAmaras humedas para estimular la esporulacion externa con el
fin de confirmar que la muerte se debi6 a una infeccion fungica. Los datos experimentales

se ajustaron a un modelo de decaimiento (Rodriguez-Gomez et al. 2009):
Y = (100 — S) e k(t=t0) 1 g
Y=100si0<t<t,

Donde Y es el porcentaje de supervivencia al tiempo t; k es la tasa especifica de muerte (d
1); toes el tiempo en el que murié la primera larva (d) y S es la supervivencia final asintética
(%) se utilizé el software Number Cruncher Statistical System (2020) (NCSS) (Utah, EE.
UU.).Para la suspensién de conidios alta (1x108 con/mL), se calcul6 él tiempo que tard6 en
morir el 50 por ciento de las larvas estudiadas (tiempo letal 50 (TLso)), asi como la
concentracién de la suspension de conidios necesaria para matar el 50 por ciento de las

larvas (dosis letal 50 (DLso)) con el método aritmético Reed-Muench.

Imagen 13. Caja Petri con larvas de Tenebrio molitor y salvado de trigo.

7.12.2 Prueba de antagonismo

El enfrentamiento entre T. asperellum Th-T4 (3) y Fusarium oxysporum AB2 se realiz6 en
cajas Petricon ADS a 28 + 1 °C y un periodo de luz:oscuridad 12:12. Se inocularon 0.5 uL
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de una suspension de conidios de 1x10° con/mL de ambas cepas. En el caso de T.
asperellum Th-T4 (3), las suspensiones se obtuvieron de la misma manera descrita
anteriormente (seccion 7.6 Produccién de conidios), para las suspensiones de conidios de
Fusarium oxysporum AB2 se obtuvieron de cajas de Petri con medio Agar Papa Dextrosa
(PDA) con 7 dias de crecimiento. Primero se inoculé Fusarium oxysporum AB2 y se le dio
una ventaja de crecimiento de 6 dias, posteriormente se inoculd T. asperellum Th-T4 (3). El
antagonismo se evalud a partir de diez réplicas independientes. El crecimiento radial se
midi6 diariamente usando un calibrador Vernier y se determiné la tasa de crecimiento en

milimetros por dia (mm/d) (Reynoso-Lépez et al. 2022).
e 7.13 Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por duplicado, los valores medios se presentan con
desviacion estandar. Se utilizé el analisis de varianza de una via o la prueba t para detectar
la diferencia entre los tratamientos, y las medias se compararon con el andlisis de Tukey (a
= 0.05). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Number Cruncher
Statistical System (2020) (NCSS) (Utah, EE. UU.).
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e 8. Resultados y Discusion
Metarhizium robertsii Xoch-8.1

Primeramente, se muestran todos los resultados obtenidos para Metarhizium robertsii Xoch-
8.1. Para comenzar, se describen los resultados obtenidos para los rendimientos de

produccion de conidios en los ciclos logrados.
¢ 8.1 Rendimiento de produccion

El hongo entomopatdgeno M. robertsii Xoch-8.1 tuvo cuatro ciclos sucesivos de produccion
de conidios (Tabla 1). Para el primer ciclo empleando sustrato nuevo se alcanz6 un
rendimiento de produccién de 2.54x10° con/gss, teniendo una duracién de 9 dias, lo cual
corresponde a una productividad de 2.7x10% con/gssedia. En el segundo ciclo (arroz
reusado) el hongo crecié mas rapidamente y ambos pardmetros aumentaron de manera
significativa, siendo el rendimiento de produccién 1.5 veces mayor al primer ciclo con
3.84x10° con/gss en 7 dias, y una productividad de 5.5x108 con/gssedia, lo que representa
el doble de productividad que el registrado en el primer ciclo. Para el tercer ciclo consecutivo
de produccién, se observé una caida pronunciada de la produccién de 1.7x108 con/gss en
9 dias, disminuyendo también la productividad a 1.9x107 con/gssedia, de la misma manera
para el cuarto ciclo el rendimiento de produccién fue ain menor al ciclo previo de un orden
de magnitud, obteniendo 2.3x10” con/gss en 9 dias con una productividad de 1.8x10°

con/gssedia.

En total se obtuvo un rendimiento de produccién acumulado de 6.54x10° con/gss reusando
el sustrato en tres ocasiones (arroz), esto es aproximadamente 7 veces mayor a lo obtenido
por Méndez-Gonzélez et al., (2018) con 0.88x10° con/gss y mas del doble de los resultados
reportados por Ibrahim et al., (2015) con 2.9x10° con/gss, en ambos casos usando

Metarhizium anisopliae y arroz nuevo en bolsas en un unico ciclo de produccién.

Por otro lado, en estudios previos de reliso de sustrato usando Metarhizium anisopliae se
observo un comportamiento similar en cuanto al rendimiento de produccién, hay un ligero
aumento en el segundo ciclo y en consecuencia una mayor productividad. Usando como
sustrato arroz con bagazo en un biorreactor de lecho empacado, Portilho-da-Cunha et al.,
(2020) reportaron un rendimiento de 3.25x10° con/gss con una productividad de 3.25x108
con/gssedia en el primer ciclo, aumentando a 3.45x10° con/gss y 3.4x10® con/gssedia,
respectivamente para el segundo ciclo. Aunque el sustrato se secd, posteriormente se
esterilizd y re-inoculd para su uso en el segundo ciclo. Por su parte, usando arroz con

melaza en bolsas, Barra et al., (2016) lograron un rendimiento de producciéon de 2.4x10°
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con/gss con una productividad de 1.2x108 con/gssedia, aumentando a 2.7x10° con/gss y
1.3x108 con/gssedia respectivamente con sustrato reusado, no obstante el sustrato se
reacondiciond con una esterilizacion, ajustando su humedad y re-inoculando para el ciclo
de redso, en ambos estudios la productividad es al menos 1.5 veces menor que la mayor

productividad obtenida en nuestro estudio (ciclo 2) (5.5x108 con/gssedia).

Ademas, en nuestro caso el aumento en la productividad se debio tanto al incremento en el
rendimiento de produccién, como a la disminucién en el tiempo de duracién del segundo
ciclo. Lo anterior muestra que el proceso es mas eficiente, lo que concuerda con los
resultados obtenidos por Cando-Narvaez et al., (2021) utilizando Metarhizium robertsii a
una escala de laboratorio en frascos de 120 mL con 2.5 g de arroz, donde obtuvieron
5.7x108 con/gss en 10 dias usando sustrato nuevo, incrementandose a 1.4x10° con/gss en
menor tiempo (6 dias) con sustrato reusado, esto equivale a una productividad de 5.7x10’
con/gssedia y 2.3x108 con/gssedia, respectivamente. En esta metodologia no se requirieron
pasos adicionales de tratamiento para el sustrato reciclado, solo se incub6 posterior a la
cosecha de los conidios, estos valores representan dos veces menos de lo obtenido en
nuestro estudio, por lo que usando el mismo hongo se obtuvieron mejores resultados en
una escala de produccién mayor. El incremento en el rendimiento de produccion para el
segundo ciclo en todos estos estudios se puede atribuir a diversas causas. Por ejemplo, el
tamafio de particula del sustrato indudablemente se encontraba mas fragmentado,
proporcionando una mayor area para la conidiacion (Imagen 15 A). También el hongo se
encontraba mejor adaptado al sustrato para el segundo ciclo, probablemente con presencia
de enzimas hidroliticas (amilasas) que permitian acceder mas facilmente al sustrato, por lo
cual el periodo de latencia fue menor o nulo, ademas de que se pudieron haber generado
algunos compuesto volatiles organicos (COV’s) que propician la conidiacién fangica y que
podrian estar en mayor proporcién durante el segundo ciclo (Cando-Narvaez et al. 2021;
Portilho-da-Cunha et al. 2020; Krujer et al. (2014). Asimismo, los cambios que sufri6 el
sustrato al paso de los ciclos son determinantes tanto para la morfologia y fisiologia de los

hongos, lo cual se discute més adelante.

Tabla 1. Produccion de conidios de Metarhizium robertsii Xoch 8.1 en ciclos consecutivos.

Ciclos de produccion de conidios

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
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Duracién del ciclo 9 7 9 9
(dias)

Rendimiento de 2.51x10°+ 0.86x10° 3.84x10% 0.99x10° 1.7x108+ 1x108 2.3x107 + 1.2x107
produccion (con/gss) b a c d
Productividad 0.28x10°+ 0.1 x10° 0.55x10% 0.14x10° 1.9x107+ 1x107  2.2x108+ 1.3x10°
(con/gss*dia) b a c d

Medias (+DE) seguidas de la misma letra dentro de la misma fila no son significativamente diferentes segun el
método de Tukey (P < 0.05).

Por dltimo, se muestran imagenes de la apariencia del sustrato antes y después de la

extraccion para cada ciclo.

Imagen 14. Ciclo 1 dia 9, Metarhizium robertsii Xoch 8.1, apariencia del sustrato. A)
antes de la extraccion, B) después de la extraccion.
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Imagen 15. Ciclo 2 dia 7, Metarhizium robertsii Xoch 8.1, apariencia del sustrato. A)
antes de la extraccion, B) después de la extraccion.

Imagen 16. Ciclo 3 dia 9, Metarhizium robertsii Xoch 8.1, apariencia del sustrato. A)
antes de la extraccion, B) después de la extraccion.
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Imagen 17. Ciclo 4 dia 9, Metarhizium robertsii Xoch 8.1, apariencia del sustrato. A)
antes de la extraccion, B) después de la extraccion.

En la siguiente seccion se muestran los perfiles de humedad al paso de los ciclos.
e 8.2 Perfiles de humedad

En el Gréfico 1y en la Tabla 2 se muestra la relacion entre los perfiles de producciéon de
conidios y los cambios en la humedad del sustrato a cada ciclo de reciclaje de arroz. Los
valores de humedad inicial donde se obtuvieron rendimientos de conidios adecuados para
la produccién masiva fueron del 27 % para el primer ciclo (arroz nuevo) y del 37 % en el
segundo con arroz reutilizado; posteriormente para los siguientes ciclos con arroz
reutilizado en los ciclos 3 y 4 la humedad aumentd considerablemente siendo del 48 % y
56 %, respectivamente, y el rendimiento de conidios se redujo significativamente. Estudios
previos han mostrado la importancia de una correcta humedad en los cultivos sélidos para
obtener resultados sobresalientes en la produccién de conidios, ya que el sustrato se
madifica con el incremento de la humedad. Esto genera aglomeraciones que dificultan la
solubilizacién de los nutrientes, el crecimiento fingico y, en consecuencia, repercute en la
cantidad de conidios producidos. Este fendbmeno fue reportado por Santi et al., (2011),
logrando dos ciclos consecutivos de produccion de conidios con Metarhizium anisopliae,
siendo hasta el tercer ciclo donde hubo una recuperacion menor de conidios. Esto se
atribuy6 a que el exceso de humedad en el sustrato causé que éste se aglomerara y
adquiriera una consistencia pastosa, dificultando el crecimiento y la recuperacion de los
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conidios. En el mismo sentido, Cando-Narvaez et al., (2021) usando Metarhizium robertsii
reportaron resultados similares con diferentes niveles de humedad reusando arroz,
teniendo el mayor rendimiento de produccion de conidios en el segundo y tercer ciclo, con
humedades iniciales del 43 % y 50 %, respectivamente, disminuyendo para el cuarto ciclo
con una humedad del 57 % a causa de las modificaciones en el sustrato por el aumento de
humedad, que termina con una consistencia pastosa. En nuestro estudio se observaron las
agregaciones de arroz a partir del tercer ciclo, ademas de la aparicion de algunas
estructuras no antes vistas en el sustrato (puntos blancos) (Imagen 16) y manifestandose
en mayor proporcion ambos comportamientos para el cuarto ciclo, unos de los motivos por

los cuales pudo haber decaido tan pronunciadamente la produccion para estos ciclos.
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Gréfico 1. Rendimiento de produccion de conidios (con/gss) de Metarhizium robertsii
Xoch 8.1 en cada ciclo de relso de sustrato. Se muestra la Humedad (%) en el gje
secundario derecho.

Tabla 2. Porcentaje de humedad y rendimiento de produccion de Metarhizium robertsii Xoch

8.1 para cada ciclo.

Ciclo Humedad (%) Rendimiento de produccién (con/gss)

1 2792+ 0.67e 2.51x10°+ 0.86x10°b
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2 37.69+1.29d 3.84x10°+ 0.99x10%a

3 48.39+0.84 c 0.17x10°+ 0.10x10°c
4 56.63+1.75Db 0.02x10°+ 0.012x10°c
Final ciclo 4 62.49 + 1.55 a NA

Medias (xDE) seguidas de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes
segun el método de Tukey (P < 0.05). NA no aplica.

A continuacion, se especifican los valores de actividad de agua iniciales para cada ciclo.
e 8.3 Actividad de agua (Aw)

El sustrato inicial en los primeros dos ciclos de produccion presentdé una Aw de 0.9864 y
0.988 respectivamente, dando Ilugar a rendimientos de produccion elevados.
Posteriormente se observo una disminucion importante en la produccién de conidios para
el tercer y cuarto ciclo, con valores significativamente mas altos de actividad de agua de
0.998 y 0.999 respectivamente (Tabla 2 y Grafico 5). La actividad de agua es un factor
importante que determina el crecimiento de los hongos ya sea propiciando la generacién
de conidios (conidiogénesis) o el crecimiento en forma de micelio. Con respecto a ello Dorta
et al., (1990) reportaron que el rango 6ptimo de actividad de agua para la produccién de
conidios en Metarhizium anisopliae se encuentra entre 0.995-0.998. Considerando los
rendimientos de produccién obtenidos en nuestro estudio, con ayuda de las imagenes
obtenidas por microscopia electrénica, se puede observar que para nuestra cepa existe una
mayor produccion de conidios con niveles de actividad de agua bajos (los primeros dos
ciclos), posteriormente hubo mayor crecimiento en forma de hifas, y algunas otras formas

de micelio para el tercer y cuarto ciclo en condiciones de actividad de agua superiores.
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Grafico 5. Rendimiento de produccion (con/gss) de Metarhizium robertsii Xoch 8.1 en
cada ciclo de retso de sustrato. Se muestra la actividad de agua en el eje secundario

derecho.

Tabla 2. Actividad de agua y rendimiento de produccién de Metarhizium robertsii Xoch 8.1

para cada ciclo.

Rendimiento de produccién

Ciclo Aw

(con/gss)
1 0.9890 + 0.0009 c 2.51x10°+ 0.86x10°b
2 0.9981 + 0.0005 b 3.84x10°+ 0.99x10°a
3 0.9999 £ 0.0001 a 0.17x10°+ 0.10x10°c
4 0.9995 + 0.0003 a 0.02x10°+ 0.012x10°c

Medias (xDE) seguidas de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes

segun el método de Tukey (P < 0.05).

En la siguiente seccion se describe la calidad de los conidios producidos en términos de su

porcentaje de germinacién y capacidad para formar colonias.
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8.4 Pruebas de germinacion

Con respecto a la germinacion de los conidios de Metarhizium robertsii, se obtuvieron
valores superiores al 90 % en todos los ciclos de produccién (Gréfico 2), siendo hasta el
cuarto ciclo donde hubo un decaimiento estadisticamente significativo, sin embargo, el
porcentaje de germinacién permanecio por arriba del 90 %, alcanzando un 93.6 %. Estos
resultados fueron similares a lo obtenido por Cando-Narvaez et al., (2021), con la misma
cepa consiguieron mantener la calidad de los conidios reusando arroz en 4 ciclos
consecutivos, con 89 % de germinacion en medio agar-agua. En contra parte, empleando
Metarhizium anisopliae, Kruger et al., (2014) obtuvieron una disminucion en la calidad de
los conidios reusando el sustrato, teniendo un porcentaje de germinacién en medio PDA

del 95.09 % en comparacion con arroz nuevo con 97.98 %.

Los resultados de nuestro estudio superan a la germinacion de conidios de Metarhizium
robertsii reportada por Reynoso-Lopez et al. (2022). Estos autores alcanzaron un porcentaje
de germinacioén del 85 % en medio ADS, asimismo Jenkins & Grzywacz (2000) establecen
que, para tener un producto de calidad con aplicacion en el control bioldgico, la germinacion
debe ser igual o mayor al 85 %, valor superado en los cuatro ciclos de produccion logrados.
Asi pues, la técnica de relso de arroz desarrollada no afecta la germinacion de los conidios

al paso de los ciclos.
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Grafico 2. Porcentaje de germinacion de Metarhizium robertsii Xoch-8.1 para cada ciclo.
(1) arroz nuevo, (2) arroz reutilizado, (3) tercer ciclo, (4) cuarto ciclo. Letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

En la siguiente seccién se muestran los perfiles de viabilidad obtenidos para cada ciclo de
produccién.

e 8.5 Perfiles de viabilidad

Los resultados obtenidos para la viabilidad de los conidios al transcurso de los ciclos se
presentan en el Grafico 3. En los primeros tres ciclos la viabilidad fue superior al 99 %, con
un ligero decremento, aunque estadisticamente diferente en el Gltimo ciclo de produccion
(98.2 %). Estos resultados corroboran la viabilidad de los conidios cosechados en todos los
ciclos, es decir, esto indica que los conidios son capaces de desarrollar unidades
formadoras de colonias bajo diferentes condiciones de produccion, conservando los
parametros de calidad considerados como buenos para su uso en el control biolégico
(Jenkins & Grzywacz. 2000).
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Gréfico 3. Porcentaje de viabilidad de Metarhizium robertsii Xoch-8.1 para cada ciclo. (1)
arroz nuevo, (2) arroz reutilizado, (3) tercer ciclo, (4) cuarto ciclo. Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
A continuacion, los resultados de la pérdida de peso de sustrato en cada ciclo.
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e 8.6 Pérdida de peso de sustrato en cada ciclo

En el Gréfico 4 muestra la reduccién del sustrato al paso de los ciclos para Metarhizium
robertsii Xoch-8.1. Al final del primer ciclo se perdi6 el 13.56 % del peso inicial,
posteriormente en el segundo ciclo se registro la mayor pérdida (14.84 %), y para el tercer
y cuarto ciclos consecutivos de produccién se obtuvieron pérdidas del 11.4 % y 8.13 %,
respectivamente, lo que de forma acumulada resulté en una pérdida total del 47.96 % en
los cuatro ciclos, es decir, el hongo consumié casi la mitad del sustrato inicial. En otro
estudio, usando el mismo hongo y condiciones similares de cultivo Cando-Narvaez et al.,
(2021) reportaron una pérdida total de arroz del 48 % después de cuatro ciclos de
produccidn sucesivos, encontrandose una pérdida de sustrato de 15 %, 22 %, 9 %y 2 %
respectivamente para cada ciclo. En ambos estudios coincidié que la mayor pérdida de
sustrato se registré durante el segundo ciclo, momento en el cual también se obtuvo el
mayor rendimiento de produccién de conidios. Por otro lado, Portilho-da-Cunha et al.,
(2020) con Metarhizium anisopliae lograron una pérdida total de sustrato del 47 % en dos
ciclos seguidos de produccion de conidios, siendo del 24 % para el primer ciclo y del 23 %

para el segundo ciclo, manteniendo los rendimientos de produccion de conidios.
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Gréfico 4. Materia seca disponible inicial (%) para cada ciclo de produccién con

Metarhizium robertsii Xoch-8.1
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Ciclo

En la siguiente seccion se describiran los resultados obtenidos para el ensayo de
infectividad realizado.

e 8.7 Bioensayo (infectividad)

La suspension a la concentracion media 1x10’ con/mL es usualmente la mas utilizada en
los bioensayos de infectividad (Toledo et al. 2021), sin embargo, en este estudio el empleo
de otras concentraciones permitié tener un mayor conocimiento de la calidad infectiva de

M. robertsii y su conservacion o pérdida al paso de los ciclos.

Suspension alta (1x108 con/mL)

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para la suspensién con la concentracion
mas alta (1x10® con/mL) después de 15 dias. Los niveles de mortalidad de las larvas de
Tenebrio molitor obtenidos fueron del 55 % (S=45 %) con arroz nuevo, elevandose
estadisticamente para el segundo ciclo con arroz reusado a 63 % (S=37 %), por otra parte,
no se registraron diferencias significativas entre los valores de TLsoy las DLso fueron 7.4x107
con/mLy 6.7x107 con/mL respectivamente. Existen resultados similares por Praprotnik et
al., (2021) con Metarhizium robertsii empleando una suspension a la misma concentracién
(1x108 con/mL), con la mortalidad de larvas de Tenebrio molitor de 58 % a los 14 dias.
También, usando los mismos parametros (concentracién de conidios e insecto), pero con
Metarhizium anisopliae (Metsch.), Altahawi et al., (2020) lograron una mortalidad del 64 %
en 10 dias. Estos porcentajes de mortalidad no son tan altos en comparacién por lo
mostrado con cepas mas virulentas como Metarhizium robertsii 2637 con 84 %, Metarhizium
brunneum F52 con el 87 % y Metarhizium brunneum 1154 con el 100 % (Praprotnik et al.
2021; Bharadwaj y Stafford Ill. 2011;), en todos estos casos usando una concentracion de
conidios de 1x10® con/mL; sin embargo, es importante destacar que este es el primer
estudio donde se muestra que la estrategia de reusar el sustrato es mas eficiente a una
escala con aplicacion masiva, sin tener afectaciones en la calidad (germinacion, viabilidad
y virulencia) de los conidios, por lo que seria recomendable evaluar esta estrategia en los

casos de las cepas mas virulentas empleadas para el control biol4gico.

Tabla 3. Resultados obtenidos para cada ciclo usando la suspensién con la concentracion

alta 1x108 con/mL.

k (d) to(d) TLso(d) S (%) DLso(con/mL)

0.51+£0.06a 3.17x0.72a 11.45+0.75a 44.69*1.63a 7.4x10’
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0.43+0.03a 340x0.75a 11.28+05a 36.7+186b 6.7x10’

Donde k es la tasa especifica de muerte, to es tiempo en que el primer insecto muere TLso es el tiempo letal 50,
S es la sobrevivencia estimada asintotica y DLso es la dosis letal 50. Diferentes letras representan diferencias

entre los tratamientos para cada parametro (prueba de Tukey p < 0.05)

Suspension media (1x107 con/mL)

Por su parte los resultados para la suspension con concentracién media de conidios (1x10°
con /mL) se visualizan en la Tabla 4, se obtuvo un porcentaje de muerte del 25.86 % (S=75
%) con conidios cosechados de arroz nuevo (ciclo 1), de la misma manera que con la
concentracion mas alta, el nivel de virulencia tuvo un incremento significativo para los ciclos
de redso siendo del 29.53 % (S=70 %) para el segundo ciclo y de 28.76 % (S=71 %) para
el tercero. Resultados similares obtuvieron Golo et al., (2014) con una suspension de
Metarhizium anisopliae con una concentracion de 1x10’ con/mL, con un porcentaje de
muerte de larvas de Tenebrio molitor del 21 %. Por su parte, Engin et al., (2019) usando el
mismo hongo e insecto, pero expuesto a una suspension con una concentracion de 2x10°

con/mL alcanzaron el 30 % de mortalidad.

Tabla 4. Resultados obtenidos para cada ciclo usando la suspensién con la concentracion

media 1x107 con/mL.

Ciclo k (d?) to(d) TLso S (%)

1 044+01la 483:080a NA. 7414+ 161a
2 0.65+0.3la 424+057a NA 70.37 £0.31b
3 0.54+0.05a 444 +0.95a N.A. 71.224+0.76 b

NA, no alcanzado, los conidios no fueron capaces de matar al 50 % de los insectos durante el tiempo del
bioensayo. Donde k es la tasa especifica de muerte, to es tiempo en que el primer insecto muere TLso es el
tiempo letal 50, S es la sobrevivencia estimada asintdtica y DLso es la dosis letal 50. Diferentes letras

representan diferencias entre los tratamientos para cada parametro (prueba de Tukey p < 0.05)

Suspension baja (1x10°con/mL)

Del mismo modo que para las suspensiones anteriores, en el caso de la concentracion baja
(1x10° con/mL), no existe diferencia significativa en la mortalidad con conidios provenientes
de los primeros tres ciclos consecutivos de produccion. La mortalidad alcanzada fue de 18
%, 19 % y 19 % (S=81 %), respectivamente, siendo hasta el cuarto ciclo donde hubo una

diferencia estadisticamente significativa en la mortalidad (11 %) (S=89 %), como se muestra
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en la Tabla 5. Esta disminucién en la calidad también se presenté en la germinacion, asi
pues, la germinacién afecta la infectividad de los conidios, por lo cual, este ligero
decremento pudo haber repercutido en el nivel infectivo de los conidios para el cuarto ciclo;
aunado a ello, la edad de los conidios es otro factor importante a considerar en el proceso
infectivo, por lo que, probablemente para el cuarto ciclo habia poca produccion de nuevos
conidios, y més bien, se lograron extraer los conidios que quedaron adheridos de ciclos
anteriores al sustrato, por lo tanto representaban conidios mas viejos afectando asi su
calidad (Smith et al. 2011; Faria et al. 2015).

Tabla 5. Resultados obtenidos para cada ciclo usando la suspension con la concentracion

baja 1x108 con/mL.

Ciclo k (d) to(d) TLso S (%)

1 041+003d 615:086a NA. 81.17£0.82b
2 0.72+0.07a 580+110a NA. 80.32 £ 0.42 b
3 058+0.11c 6.75+1.82a NA. 80.97 £ 0.94 b
4 0.60+0.04b  7.48+050a  N.A. 89.11+0.21 a

NA, no alcanzado, los conidios no fueron capaces de matar al 50 % de los insectos durante el tiempo del
bioensayo. Donde k es la tasa especifica de muerte, to es tiempo en que el primer insecto muere TLso es el
tiempo letal 50, S es la sobrevivencia estimada asintdtica y DLso es la dosis letal 50. Diferentes letras

representan diferencias entre los tratamientos para cada parametro (prueba de Tukey p < 0.05)

En el caso de los controles, es decir, larvas que fueron expuestas Gnicamente a la solucion
con Tween® 80 sin conidios, el registro de muerte fue menor al 5 % en todos los casos,
motivo por el cual no fue necesario realizar la correccion de Abbott, corroborando asi que

el hongo utilizado si es patdgeno contra las larvas de Tenebrio molitor y causan su muerte.

Las siguientes imagenes corresponden a diferentes larvas de Tenebrio molitor micosadas

por Metarhizium robertsii Xoch-8.1. Se observa la forma y color caracteristico de la cepa.
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Imagen 18. Diferentes larvas de Tenebrio molitor muertas y micosadas por Metarhizium
robertsii Xoch-8.1.
A continuacion, se muestran los resultados del analisis por microscopia electrénica de
barrido de los cultivos obtenidos en cada ciclo de produccion de conidios de Metarhizium
robertsii Xoch-8.1.

e 8.8 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido mostraron los cambios en
la morfologia del crecimiento del hongo en cada ciclo, lo que se relaciona con la variacion
de diferentes factores como: la forma de sustrato, la humedad, la actividad de agua, la
materia disponible etc.

Ciclo 1

En estas imagenes correspondientes al ciclo 1 se observan partes del sustrato que se
mantienen libres, con una estructura en forma de poliedro caracteristica del almidon
(Imagen 19, 20 y 21, circulo verde) (Kalab. 2018). Ademas, también se observé poco
crecimiento del hongo en forma de hifas (Imagen 19 y 20, circulo amarillo) y zonas con
conidios caracteristicos (forma analoga a bacilos) de Metarhizium robertsii Xoch-8.1
(Imagen 19, 20y 21, circulo turquesa). Las imagenes corresponden a diferentes zonas del

sustrato.
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Imagen 19. Micrografia del sustrato posterior a la recoleccién de los conidios del primer
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 20. Micrografia del sustrato posterior a la recoleccién de los conidios del primer
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 21. Micrografia del sustrato posterior a la recoleccién de los conidios del primer
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Ciclo 2

Para el segundo ciclo ya no fue posible observar parte del sustrato libre, bajo estas
condiciones predominé el crecimiento en forma de conidios (Imagen 22,23 y 24, circulo

turquesa) y en menor grado hifas y micelio ( Imagen 23 y 24, circulo amarillo).

4 'v.o,‘ S = ‘

Imagen 22. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del segundo
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 23. Microscopia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del segundo
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 24. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del segundo
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Ciclo 3

Para el tercer ciclo se puede observar una mayor abundancia de crecimiento en forma de
hifas y micelio. Por otra parte, se visualiz6 la formacion de nuevas estructuras de morfologia
de crecimiento denominadas prosénquimas, las cuales son hifas entrecruzadas o
fusionadas (Imagen 25, 26, 27 y 28, circulo rojo), este proceso también suele ser
denominado anastomosis (Ramirez Granillo et al. 2015). Este tipo de estructura de
crecimiento en forma de biopeliculas (circulos rojos) es caracteristico en hongos patégenos
y en otras comunidades de microrganismos. La formacion de biopeliculas fangicas es un
proceso regulado con precision a nivel genético, de manera general esta delimitado por los
siguientes pasos: adhesion, colonizacién, secrecion de una matriz extracelular (MEC),

crecimiento, expansion celular y dispersion, ya sea en una superficie bidtica o abidtica.

El interés en el estudio de las biopeliculas destaca por varios motivos: su formacion es un
factor importante en la virulencia (secrecion de enzimas/toxinas y procesos de adhesion),
son generalmente mas resistentes a farmacos que células individuales, los canales
formados son especializados en el transporte de agua y nutrientes, etc. (Fanning & Mitchell.
(2012); Ramirez Granillo et al. (2015)). Ademés, los hongos filamentosos son de suma
importancia en procesos biotecnolégicos para la obtencion de metabolitos y enzimas de
uso industrial (Villena et al. 2007). Por lo tanto, el analisis de la presencia de este tipo de
moléculas seria un doble aprovechamiento de los productos microbianos, por una parte,
para el control biolégico y por otra la obtencion de metabolitos de importancia comercial.
Parece ser que las condiciones para un mayor crecimiento diferencial en forma de hifas
fusionadas y biopeliculas se encuentran a partir del tercer ciclo, y a las condiciones fisicas
y bioquimicas ahi presentes como compuestos que se acumulan desde las etapas previas
(Portilho-da-Cunha et al. 2020; Krujer et al. 2014).
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Imagen 25. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del tercer
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 26. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del tercer
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 27. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del tercer
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 28. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del tercer
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Ciclo 4

En el cuarto ciclo se observé una mayor abundancia de crecimiento en forma de micelio,
hifas y prosénquimas (anastomosis) (Imagen 29). Asimismo, para este ciclo se observaron
algunas estructuras nuevas que sobresalian de las hifas en forma de picos (Imagen 30, 32
y 33, circulo naranja). Por un lado, se cree que dicha morfologia de crecimiento podrian ser
hifas con cambio en su morfologia, denominadas rizoides, que permite tener una mayor
adherencia al sustrato; por otro lado, en un estudio de biomineralizacion fungica estructuras
muy similares fueron visualizadas por MEB en un hongo micorrizo (Imagen 31), dichas
formas son producto de la precipitacion del oxalato de calcio por parte del hongo
(Bindschedler et al. 2016).

Los procesos de biomineralizacion se han estudiado en organismos eucariontes,
corroborando su importancia en la biogeoquimica de los ciclos del C y del Ca (Bindschedler
et al. 2016). Lo que representaria otro de los beneficios ecolégicos que se obtienen al utilizar
estos tipos de hongo mas all4 del control biolégico. Sera necesario llevar a cabo un estudio
mAas minucioso para determinar la composicion de estas estructuras y poder establecer una

posible funcioén.
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Imagen 29. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del cuarto
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 30. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del cuarto
ciclo para Metarhizium robertsii.

Imagen 31. Imagenes de microscopio electronico de barrido (MEB) de hifas fungicas (flecha
blanca) cubiertas con cristales de oxalato de calcio (probablemente wheddelita). Ambas
imagenes (A) y (B) son de una muestra de raices de plantas asociadas a hifas fungicas
(posiblemente hongos micorrizicos) en un deposito secundario de CaCOs (Bindschedler et
al. 2016).
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Imagen 32. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del cuarto
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Imagen 33. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccién de los conidios del cuarto
ciclo para Metarhizium robertsii.
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Trichoderma asperellum Th-T4 (3)

A continuacion, se muestran los resultados sobre la produccion de conidios de T.

asperellum en los dos ciclos consecutivos que se consiguieron.
8.9 Rendimiento de produccién

Para el hongo antagonista Trichoderma asperellum Th-T4 (3) se obtuvieron 2 ciclos
consecutivos de produccion (Tabla 6). Para el primer ciclo se consiguié un rendimiento de
produccion de 4.13x10° con/gss con una duracion de 6 dias, es decir una productividad de
6.9x10% con/gssedia. En el segundo ciclo el rendimiento de produccién bajé
significativamente a 3.28x10° con/gss en 4 dias, pero la productividad se mantuvo
estadisticamente con 0.82x10° con/gssedia. En conjunto por ambos ciclos, el rendimiento
total alcanzé 7.41x10° con/gss, lo cual es mas de 5 veces lo obtenido por De la Cruz-Quiroz
et al., (2017) con una produccion de conidios de 1.4x10° con/gss en bolsas con maiz
quebrado como sustrato, y dos érdenes de magnitud mayor a lo reportado por en Mulatu et
al., (2021) con una produccién de conidios de 3.2x107 con/gss en matraces con una mezcla
de salvado de trigo y arroz como sustrato, ambos estudios con un solo ciclo de produccién
usando Trichoderma asperellum. Ademas, nuestra produccién total de conidios es
competitiva contra lo obtenido en sistemas mas complejos de un solo ciclo usando
Trichoderma asperellum. Rayhane et al., (2019) report6 8.55x10° con/gss en un biorreactor
de un solo uso que permitia la aireacién, que contenia una mezcla de arroz y salvado de
trigo como sustrato; por otra parte, Maiga et al., (2021) tuvieron una produccién de conidios
de 2.1x10'°con/gss en un reactor de lecho empacado que contenia una mezcla de residuos

agroindustriales como sustrato.

Resultados similares se obtuvieron con respecto al relso de arroz a escala laboratorio
usando Trichoderma asperellum. Cando-Narvaez et al., (2021), usando pequefios frascos
de 120 mL con 2.5 g de sustrato, reportaron una produccién de 1x10° con/gss en un periodo
de 3 dias, con una productividad de 3.5x10% con/gssedia con arroz nuevo, ambos
parametros aumentaron con arroz reusado alcanzando 2.9x10° con/gss en 2 dias, con una
productividad de 1.4x10° con/gssedia, como se menciond anteriormente la metodologia
desarrollada por Cando-Narvaez et al., (2021) fue la primera estrategia sin la necesidad de
reacondicionar el sustrato aunque a una pequefia escala, ademds de ser la Unica técnica

donde se exploré otro género usado en control biolégico como lo es Trichoderma.

Tabla 6. Produccion de conidios de Trichoderma asperellum Th-T4 (3) en ciclos

consecutivos.
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Ciclos de produccién de conidios

Ciclo 1 Ciclo 2

Duracion del ciclo (dias) 6 4
Rendimiento de produccion (con/gss)  4.13x10°+ 0.80x10°a 3.28x10° + 0.64x10°b

Productividad (con/gss*dia) 0.69x10°+ 0.13x10°a 0.82x10°+ 0.016x10°%a

Medias (+DE) seguidas de la misma letra dentro de la misma fila no son significativamente diferentes segun el

método de Tukey (P < 0.05).

Por ultimo, se muestran imagenes de la apariencia del sustrato antes y después de la

extraccion de conidios para cada ciclo.

Imagen 34. Ciclo 1 dia 6, Trichoderma asperellum Th-T4 (3), apariencia del sustrato. A)
antes de la extraccion, B) después de la extraccion.
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Imagen 35. Ciclo 2 dia 4, Trichoderma asperellum Th-T4 (3), apariencia del sustrato. A)
antes de la extraccion, B) después de la extraccion.

Imagen 36. Ciclo 3, Trichoderma asperellum Th-T4 (3), apariencia de sustrato 2 dias
posterior a la incubacion.

En la siguiente seccion se detallan los perfiles de humedad iniciales para cada ciclo.
e 8.10 Perfiles de humedad

Los resultados de humedad y su relacion con los rendimientos de produccion obtenidos se
detallan en el Gréfico 6 y en la Tabla 7. Con un valor de humedad inicial del 30 % con arroz
nuevo se obtuvo la mayor producciéon de conidios de Trichoderma asperellum en nuestro
sistema, para el segundo ciclo con arroz reusado y humedad del sustrato del 46 % hubo
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una ligera disminucion en la produccion, aunque con un valor competitivo. Para el tercer
ciclo de produccién el arroz se noté considerablemente himedo y aglomerado, de hecho,
no se observo conidiogénesis (Imagen 36), por lo que ya no fue posible llevar a cabo la
cosecha de los conidios. Como se mencioné anteriormente, la humedad del sustrato solido
es determinante para la produccidon de conidios fungicos. En el caso de Trichoderma
harzianum, Cavalcante et al., (2008) reportaron que, para propiciar la conidiacion, el valor
6ptimo de humedad con arroz para Trichoderma es de 34 % (5.8x108 con/gss),
disminuyendo significativamente con un ligero aumento de humedad del 35 % (2.13x108
con/gss). Por otro lado, Cando- Narvaez et al., (2021) usando el mismo hongo Trichoderma
asperellum del presente estudio obtuvieron el mejor rendimiento de produccion de conidios
en un segundo ciclo, con arroz reusado con un valor de humedad inicial del 46 % (2.9x10°
con/gss) y de la misma forma se afecto el rendimiento significativamente, también el exceso

de humedad (63.8 %) se asocib en el tercer ciclo de produccién con un nivel bajo (9.9x108

con/gss).
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Gréfico 6. Rendimiento de produccion de conidios (con/gss) de Trichoderma asperellum
Th-T4 (3) en cada ciclo de reuso de sustrato. Se muestra la Humedad (%) en el eje
secundario derecho.

Tabla 7. Porcentaje de humedad y rendimiento de produccion de Trichoderma asperellum
Th-T4 (3) para cada ciclo.
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Rendimiento de produccién

Ciclo Humedad (%) (con/gss)
1 30.83+0.74c 4.13x10°+ 0.80x10° a
2 46.64+£2.29b 3.28x10°+ 0.64x10° b
Final ciclo 2 6594+ 175a NA

Medias (xDE) seguidas de la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes

segun el método de Tukey (P < 0.05).NA no aplica.

A continuacion, se especifican los valores de actividad de agua iniciales para cada ciclo.
e 8.11 Actividad de agua (Aw)

En el Grafico 9 y la Tabla 8 se muestran los resultados para la actividad de agua del hongo
micoparacitista Trichoderma asperellum. Para el primer ciclo con arroz nuevo, la actividad
de agua fue en promedio de 0.9870, teniendo el mayor rendimiento en la produccion de
conidios (4.13x10° con/gss). Posteriormente con el arroz reusado la actividad de agua
aumento significativamente a un valor de 0.9985, observandose una ligera disminucion en
la produccion (3.28x10° con/gss), aungue manteniéndose competitiva como se comentoé en
la seccion de rendimiento de produccion (8.9). La actividad de agua es un factor importante
gue determina la forma de crecimiento de este tipo de hongos, en el caso de Trichoderma
viride TS, Grajek & Gervais et al., (1987) reportaron que la mayor produccion de conidios
(conidiogénesis) se logré con valores relativamente bajos de actividad de agua de 0.975 a
0.985, siendo el 6ptimo a 0.98. Por otra parte, Kedrics et al., (2004) observaron que para
cinco cepas diferentes de Trichoderma el crecimiento micelial se favorece en el valor mas
alto probado de actividad de agua (Aw=0.9920). En el mismo sentido Daryaei et al., (2016),
usando Trichoderma atroviride obtuvieron una produccién de conidios mas alta en un valor
de Aw=0.995 (9.7x107 con/gss), con respecto al resultado con Aw=0.998 (5.5x107 con/gss).
Por lo cual, nuestra cepa responde de manera similar, teniendo una mayor conidiogénesis
en valores relativamente bajos de actividad de agua, y creciendo en forma de hifas y de

micelio en valores mas altos del mismo.
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Grafico 9. Rendimiento de produccién (con/gss) de Trichoderma asperellum Th-T4 (3) en
cada ciclo de retso de sustrato. Se muestra la actividad de agua en el eje secundario
derecho.

Tabla 8. Actividad de agua y rendimiento de produccion de Trichoderma asperellum Th-T4

(3) para cada ciclo.

Ciclo Aw Rendimiento de produccién (con/gss)
1 0.987 £ 0.0031 b 4.13x10°+ 0.80x10° a
2 0.998 + 0.0009 a 3.28x10%°+ 0.64x10°b

Medias (+DE) seguidas de la misma letra dentro de la misma fila no son significativamente diferentes segun el
método de Tukey (P < 0.05).

El experimentar con diferentes géneros de hongos usados en el control biolégico e incluso
hongos que atacan diferentes plagas, tiene como objetivo conocer las diferencias o
similitudes entre el comportamiento entre cepas con parametros similares y aprovechar al

maximo las condiciones 6ptimas para cada uno.

En la siguiente seccidn se describen las pruebas de germinacién de los conidios al paso de

los ciclos.
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e 8.12 Pruebas de germinacion

Para Trichoderma asperellum Th-T4 (3) en ambos ciclos de produccién obtenidos con arroz
nuevo y arroz reusado se alcanzé una germinacion de 98.6 % (Gréfico 7). Como se
menciond anteriormente, estos resultados se encuentran por encima de la recomendacion
para considerar conidios de calidad para su uso en el control biol6gico (Jenkins & Grzywacz
et al. 2000). En el mismo sentido, usando una estrategia de relso de sustrato y empleando
Trichoderma asperellum Cando-Narvaez et al., (2021) obtuvieron 3 ciclos de produccién
sucesivos, sin diferencias significativas en el porcentaje de germinacion siendo de 98 %
con arroz nuevo, de 97.2 % con arroz reusado y de 94.3 % para el tercer ciclo. Por otro
lado, Reynoso-Lépez et al., (2022) cultivando Trichoderma asperellum en cajas Petri con
medio ADS reportaron una germinacion 99 %. De forma similar, usando el mismo hongo
Herrera et al., (2020) alcanzaron un porcentaje de germinacién de 97.6 % en medio agar-
agua. Los resultados obtenidos en estos estudios confirman la tasa elevada de germinacion
que posee el hongo antagonista Trichoderma asperellum, uno de los motivos por el cual es
uno de los géneros mas utilizado en el control biologico para hongos fitopatégenos (Gomez-
Ramirez et al. 2015), ademas se confirm6 que se mantiene dicha calidad con sustrato
reutilizado.
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Grafico 7. Porcentaje de germinacion de Trichoderma asperellum Th-T4 (3) para cada
ciclo. (1) arroz nuevo y (2) arroz reutilizado. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p < 0.05).

A continuacion, se presentan los resultados con respecto a la pérdida de peso de sustrato

en cada ciclo de cultivo.

e 8.13 Pérdida de peso del sustrato en cada ciclo

Los resultados de la pérdida de sustrato para Trichoderma asperellum Th-T4 (3) para cada
ciclo se muestran en el gréafico 8. Se obtuvo una pérdida acumulada de 50.82 % para ambos
ciclos, con una disminucion del 22.86 % y 27.96 % para cada ciclo, respectivamente.
Cando-Narvaez et al., 2021 obtuvieron una pérdida de sustrato final del 53 % con
Trichoderma asperellum en dos ciclos de produccion, habiendo una disminucién por ciclo
del 18 % y 35 % respectivamente. Estos resultados favorecen la estrategia de reusar el
sustrato para la obtencién de conidios fungicos, pues se logra aprovechar mucha mas
materia de la que se reporta con ciclos Unicos de produccion (aproximadamente 20 %) (Ye

et al.2006), teniendo procesos mas eficientes.
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Graéfico 8. Materia seca disponible inicial (%) para cada ciclo de produccién con

Trichoderma asperellum Th-T4 (3).
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A continuacién, se muestran los resultados obtenidos para la prueba de confrontacion

fungica.

e 8.14 Bioensayo (antagonismo)

En la prueba de confrontacién entre el hongo antagonista Trichoderma asperellum Th-T4
(3) y el fitopatdégeno Fusarium oxysporum AB2 se observo que al dia 5 de incubacion hubo
contacto entre los hongos, T. asperellum comenzé a invadir el area de crecimiento de F.
oxysporum (Imagen 45 A), para el dia 8 el hongo micoparacitista sobrecrecio
completamente sobre el hongo plaga y cubrié totalmente la superficie del medio (Imagen
45 B). Estos resultados corresponden a un nivel 1 de antagonismo en la escala de Bell et
al., (1982). Ademas, en la prueba de confrontacion con conidios que se extrajeron de
sustrato reusado, hubo un aumento significativo en la velocidad de crecimiento radial de T.
asperellum sobre F. oxysporum, siendo ésta de 9.92 mm/dia en comparacion con lo
obtenido con sustrato nuevo con 9.65 mm/dia (Tabla 9 y Grafico 10). Esto representa un
resultado prometedor en cuanto a la capacidad de mantenimiento e incluso de mejora en
los niveles de virulencia de Trichoderma bajo condiciones diferentes, incluso bajo
condiciones de estrés que ahi se estén generando, o cambios en la disponibilidad de
fracciones més accesibles del sustrato. De acuerdo con Kredics et al., (2004) las actividades
enzimaticas extracelulares involucradas en el micoparasitismo y la competencia por
nutrientes de aislados de Trichoderma de diversas especies, con potencial para uso en
biocontrol, se afectan por pardmetros ambientales como la actividad de agua, lo que
repercute no solo en la produccién de enzimas, sino también en la variedad de éstas que
pueden repercutir en la virulencia mayor observada. Este fenémeno se pudo haber
presentado en nuestro estudio al paso de los ciclos, motivo del aumento en la velocidad
radial, pues con un valor menor correspondiente de Aw= 0.987 para el primer ciclo la
velocidad radial fue menor, aumentado la velocidad radial significativamente con un valor
de Aw=0.998 para el segundo ciclo. También probablemente algunos metabolitos
secundarios se acumularon para el segundo ciclo, lo que influyé en la velocidad de
crecimiento radial. Este es el primer estudio de confrontacion de T. asperellum con conidios
obtenidos reusando el sustrato y que corroboran que bajo estas condiciones se mantiene

la virulencia.

Por otra parte, en un estudio similar Reynoso-Lopez et al., (2022) confrontaron a
Trichoderma asperellum contra 2 especies de Fusarium, Fusarium sp y Fusarium
euwallaceae 744.. En el primer caso contra Fusarium s.p obtuvieron una velocidad de

crecimiento radial de T. asperellum de 13.9 mm/dia cubriendo completamente al hongo
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patégeno y el medio en 7 dias; para la otra cepa, contra Fusarium euwallaceae 744, T.
asperellum solo logré colonizar tres cuartas partes de la superficie de la caja Petri al dia
11, con una velocidad de crecimiento radial de 13.9 mm/dia, lo que nos confirma la
capacidad antagonica del hongo Trichoderma asperellum y su variacién en la velocidad de

crecimiento frente a diferentes especies de hongos fitopatégenos.

A B

Imagen 37. Confrontacion de T. asperellum Th-T4 (3) (color verde) Vs Fusarium

oxysporum AB2 (color rosa) en cajas Petri con medio ADS. A) Confrontacion al dia 5, B)

confrontacién al dia 8.

Tabla 9. Crecimiento radial de Trichoderma asperellum Th-T4 (3) (mm/dia).

Ciclos de produccién de conidios

Ciclo 1 Ciclo 2

Velocidad de crecimiento radial (mm/dia) 9.65+ 0.27 b 9.92+0.05a

Medias (+DE) Letras distintas dentro de la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Grafico 10. Crecimiento radial de Trichoderma asperellum Th-T4 (3) en confrontacién vs
Fusarium oxysporum AB2 para cada ciclo. (1) arroz nuevo y (2) arroz reutilizado. Letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

A continuacién, se muestran las imagenes obtenidas de la microscopia electrénica para
Trichoderma asperellum Th-T4 (3) en ambos ciclos de produccion. Las imagenes

corresponden a diferentes zonas del sustrato
e 8.15 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Ciclo 1

Del mismo modo, en las imagenes correspondientes al ciclo 1, se observa parte del sustrato
aun libre en forma de almidon (Imagen 38 y 39, circulo verde), algunas hifas (Imagen 38 y
39, circulo amarillo) y zonas con conidios caracteristicos de Trichoderma asperellum Th-T4

(3) (forma analoga a cocos) (Imagen 38y 39, circulo turquesa).
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Imagen 38. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del primer
ciclo para Trichoderma asperellum.
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Imagen 39. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del primer
ciclo para Trichoderma asperellum.
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Ciclo 2

Para el ciclo dos aun se observa parte del sustrato libre (Imagen 40 y 41, circulo verde),
ademdas mayor abundancia tanto de conidios (Imagen 40 y 41, circulo turquesa), como de
hifas y micelio (Imagen 40 y 41, circulo amarillo). En este caso también existe inicio de
posible formacion de biopeliculas, aunque no tan notorias ni tan desarrolladas como con
Metarhizium robertsii. Aunque el método de recuperaciéon de conidios que se utilizé fue el
mismo para ambos hongos, con este hongo se observé una menor densidad de crecimiento
de estructuras fangicas (hifas, micelio y conidios) por parte de Trichoderma asperellum,
probablemente porque los conidios de este género son menos hidrofdbicos, comparado con
Metarhizium, por lo tanto, se pudo haber logrado una mayor recuperacion de conidios
durante la cosecha, o también es probable que las adhesinas (péptidos encargados de

adherencia al sustrato) se produzcan en menor cantidad o no sean tan efectivas.
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Imagen 40. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del segundo
ciclo para Trichoderma asperellum.
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Imagen 41. Micrografia de sustrato posterior a la recoleccion de los conidios del segundo

ciclo para Trichoderma asperellum.

Para ambos hongos que se estudiaron por microscopia electronica se visualizaron conidios
tipicos para cada uno de los géneros, corroborando que la estrategia de reusar el sustrato

libre de operaciones adicionales esta ausente de contaminacion.
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9. Conclusién

Se desarroll6 exitosamente una metodologia sencilla para reusar el sustrato (arroz),
logrando hasta 4 ciclos de redso para Metarhizium robertsii Xoch 8.1 y 2 ciclos para
Trichoderma asperellum Th-T4(3), sin operaciones adicionales de tratamiento a una escala
semipiloto manteniendo la produccion y calidad de los conidios. El limite para ciclos
adicionales se encuentra cercano a la pérdida del 50 % del peso original del sustrato, esto

se corrobor6 para ambos hongos.
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10. Perspectivas

Los resultados obtenidos son prometedores en cuanto al aprovechamiento eficiente de los
recursos en la produccién de conidios fungicos, manteniendo el rendimiento y calidad. Es
importante como siguiente etapa aplicar dicha estrategia en sistemas de produccion
optimizados, con caracteristicas parecidas de produccién masiva (tipo de sustrato, cantidad
y biorreactor). Ademas, la metodologia desarrollada es simple, requiere de una capacitacion
y tecnologia bésica, por lo que se podria implementar en productores que estén interesados
en ser autosustentables, es decir, utilizar esta estrategia para controlar la plagas en su
cultivo mas all4 de comercializar. La implementacién podria ser en primera instancia para
productores que requieran de insumos para el control biol6gicos bajo el esquema de

autoconsumo, usando cepas probadas en las condiciones de campo.

En las condiciones analizadas de cultivo, existe un limite de relso para el sustrato inicial
(cercano al 50 % del peso original) donde las propiedades fisicas y de probable acumulacion
de inhibidores impiden ciclos adicionales. Aunque el sustrato total utilizado con ciclos
sucesivos fue de casi el 50 % del peso inicial, la parte que no se usa se podria evaluar para
promover el crecimiento vegetal, con otros posibles efectos benéficos en las plantas, como

abono en los cultivos con el fin de tener un proceso totalmente libre de residuos.

Por otro lado, las diferencias en los parametros en cada ciclo de produccién indudablemente
cambian la morfologia y fisiologia de los hongos, lo que est4 relacionado con la produccién
de diferentes metabolitos que inciden en diferentes procesos (conidiacion, virulencia, etc.)
de induccién/represién, que se podrian estudiar mas detalle ampliando el conocimiento

basico sobre estos hongos benéficos.

La formacion de biopeliculas fungicas también esta fuertemente regulada a nivel genético.
Se hareportado que en las biopeliculas se da una mayor produccion y variedad de enzimas,
metabolitos y sustancias con valor comercial; ademas de proporcionar mayor resistencia a
farmacos, mayor virulencia y otros beneficios. Sin embargo, el estudio de estas biopeliculas
se ha desarrollado mas en bacterias, con menos conocimiento sobre la composicién y
caracteristicas de las biopeliculas de los hongos, motivo por el cual seria importante

profundizar mas en ello.
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