5. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de la investigacion se dividio en dos etapas:

En la primera se realizé la obtencién del material bioldgico compuesto por
blastosporas obtenidas a través del empleo de biorreactores de 14 L, en la Unidad de
Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia, UANL, para posteriormente realizar

bioensayos de efectividad contra ¢l insecto plaga.

La segunda etapa se realizé en las instalaciones del Campo Experimental la
Laguna del INIFAP (CELALA), localizada en el municipio de Matamoros,
Coahuila. Donde se encontraba el cultivo de algoddn infestado de forma natural por

el insecto plaga.
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5.1 Conservacion y Obtencion del material biolégico

5.1.1. Origen de ia Cepa;

En el presente estudio se utilizé el hongo entomopatdgeno P. fumosoroseus
clave Pfr-612, aislado de la mosquita blanca (B. argentifolii) en Weslaco, Texas,
EUA. El microorganismo fue proporcionado de la Coleccion de Hongos
Entomopatégenos del Departamento de Agricultura de los EUA (USDA-ARS), con
sede en Peoria, Illinois, USA. Esta cepa se conserva en viales criogénicos
conteniendo glicerol al 10 %; para preservar la cepa, se tomaron 100 pL del vial y se
sembraron por extensién en agar papa dextrosa (PDA) y luego se incubaron a
temperatura ambiente durantc 2 scmanas. Posteriormente de este cultivo se
realizaron cortes de 1 mm?, se depositaron en glicerol al 10 % y se almacenaron a -
80 °C, donde se conservaron hasta que fueron requeridos.

5.1.2. Medios de Cultivo:

Se utilizaron dos medios de cultivo liquido con la misma fuente y
concentracién de carbono y diferentes fuentes de Nitrégeno. El medio de cultivo
basado en casaaminoacidos (Probiotek, San Nicolas de los Garza, N.L. México) y
glucosa (Probiotek, San Nicolas de los Garza, N.L.. México) patentado y descrito por
Jackson et al., 1997,

El otro medio de cultivo utilizado fue desarrellado por Rivas-Morales C.,
patente en tramite niimero de registro 9810892 en (1998), el cual contiene peptona
de colageno (Sensient, Jalisco México), extracto de levadura (Sensient, Jalisco
México), glucosa (Probiotek, San Nicolas de los Garza, N.L. México).

5.1.3. Preparacion del pre-inoculo:

Para obtener una concentracién de 5 x 10° conidias/mL; se le adicionaron 5.0
mL de agua destilada estéril (para remover las conidias del micelio) a una placa de
PDA que contenia la cepa y esta suspension se transfirié de 3.0 a 5.0 mL al frasco
de dilucion que contenia agua bidestilada, después se contaron las conidias en un
hemocitometro hasta obtencr un promedio de 50 conidias entre los cuatro
cuadrantes, equivalentes a 5 x 10° conidias/mL. Posteriormente se deposito 10 %
(v/v) de la suspension a matraces Erlenmeyer bafleados de 500 mL de capacidad
con 100 mL del medio Jackson et al., (1997), pero con 1.5 % de casaaminoacidos
totales. Se incubaron en agitacién a 300 r.p.m a 28 °C por 72 h.
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5.1.4. Preparacion de los medios de cultivo:

Para los experimentos se pesaron y s¢ disolvieron por separado todos los
componentes de los medios probados. Se les agregd agua biodestilada hasta
completar 5 L. Se ajusté el pH a 5.5 en ambos medios con una solucién de NaOH
2N.

Esios medios fueron colocados posteriormente en los vasos de fermentacién,
los cuales sc prepararon y sellaron para su posterior esterilizacion en una autoclave
vertical, a una temperatura de 121 °C durante 15 minutos.

5.1.5 Condiciones de Propagacion:

Se trabajo a una agitacion de 520 r.p.m con una aireaciéon de 1.0 vvim a
una temperatura de 28 °C y se controlo el pH a 5.5 durante el proceso de
fermentacion. Ei cual fue ajustado con H3PO4 2N y NaOH 2N. Para €l control de la
espuma s¢ adiciono ¢l Antiespumante Tipo "A" (Dow Corning Prod., USA) durante
la fermentacion, ademas de un cintillo de plastico, colocado en la flecha de agitacion
el cual sirvié como una barrera fisica.

5.1.6. Fermentador utilizado:

Marca New Brunswick Scientific Co. Inc. modelo MF-114 de un volumen
nominal de 14 litros con un diametro de tanque (D;) igual a 0.21 m, con un
impulsor tipo Rushton de 6 paletas de 7 cm de didmetro, (1/3 D;} equipado con un
analizador de oxigeno disuelto (O;D) Ingold modelo 170, analizador y controlador
de pH modelo 2300 con electrodos marca Ingold, el volumen de trabajo
empleado fue de 5 litros, ( /Dy igual a 0.8 cm).

5.1.7. Inoculacion del Fermentador:

Primero, se estabilizaron las condiciones de operacion de pH, aireacién y
temperatura en el modulo de fermentacion.

Segundo, del pre-inoculo mencionado anteriormente, se transfirié en
condiciones estériles al fermentador de trabajo, con una parte de blastosporas que
correspondian a 5 x 10° blastosporas/mL, y ajustado segin el total de las
blastosporas alcanzadas en el pre-inoculo.
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5.1.8. Produccion de blastosporas en ¢l Fermentador:

Durante la fermentacién se monitorio y se tomaron muestras de 5 mL cada
12 horas durante un periodo de tiempo total de 72 h, duracion de la fermentacion,
conservando la esterilidad durante Ja fermentacién, por lo que se utilizo la presencia
de flama para la toma de cada muestra, donde se determinaron los sigulentes
parametros: cuenta de blastosporas, peso seco y consumo de azucares. Ademas de
datos imposibles de determinar a nivel matraz, como kya.

5.1.9. Cuantificacién de blastosporas:

De los fermentadores inoculados iniciaimente s¢ tomo una muestra de 5 mL
(del caldo de fermentacion) de la cual se tomo un 1.0 mL de cada fermentador y se
adiciondé a 9.0 mL de agua destilada estéril contenida en un tubo de ensaye para
posteriormente ser contadas las blastosporas en la camara de Neubauer, y se
observaron a 40x en un microscopio de contraste de fases (Rossbach Modelo LSC-
BLH) se tomaron muestras cada 12 h conforme avanzo la cinética en el
fermentador, durante toda la fermentacién. Los resultados fueron reportados en
blastosporas/mL. El disefio experimental se muestra en la Tabla IV,

5.1.10. Determinacion de Peso seco:

Se tomo 1.0 mL de las muestras obtenidas, se pasaron a través de una
membrana de filtracién con una bomba de vacio utilizando papel whatman N° 1,
previamente secados y pesados.

La biomasa recuperada se lavé con agua destilada y se seco a 100 °C en una
estufa MAPSA Modelo HDP-334 durante 24 horas, posteriormente se calculo ¢l
peso, el cual se expreso en gramos/litros. El disefio experimental se muestra en la
Tabla IV.

Peso de la muestra = Peso muestra filtrada — Peso papel filtro

g/ mL = Peso de la muestra
mL de muestra (medio de cultivo)

g/ mL = (gramos/mL) x 1000

34



5.1.11, Determinacion de azicares:

Las muestras obtenidas anteriormente fueron almacenadas en refrigeracion
para posteriormente se analizaron las muestras y fueron centrifugadas a 400
r.p.m/5min en ¢l sobrenadante se cuantifico azicares reductores por el método 4cido
3,5 dinitrosalicilico (DNS) y se realizaron las lecturas en ¢l espectrofotémetro a una
longitud de onda de 540 nm. El disefio experimental se muestra en la Tabla IV.

5.1.12. Recuperacién de las blastosporas;

Este paso se realiza al final de la fermentacién. Y se utilizo el método de
secado por aire y consistid en lo siguiente: el medio de fermentacion de cada uno de
los diferentes medios de cultivo probados se pasd a través de una malla (Gasa
gsterilizada) en dos ocasiones, con la finalidad de eliminar ¢l micelio restante.
Después el sobrenadante recuperado se mezclo con tierra de diatomeas al 5 % (w/v)
y se filtro al vacié sobre papel whatman No. 1.

El fiitrado se dejé secar toda la noche a temperatura ambiente controlado a
60% de humedad relativa, se recupero la pasta del filtrado y se pulverizo con ayuda
de un mortero. El extracto recuperado fue empacado en bolsas de plastico selladas al
vacié (Empacadora de vacidé, Marca Webomatic) y almacenadas a 4 °C. Donde
posteriormente se realiz6 la prueba de viabilidad, y se determind la sobrevivencia de
las blastosporas obtenidas de los dos medios de cultivo probados.

5.1.13. Determinacidn del porciento de germinacion (Viabilidad):

Del extracto recuperado se tomo una pequefia muestra y se le adiciono a 50
mL de caldo extracto de papa contenidos en un matraz bafleado de 250 mL y estuvo
en incubacion con agitacion tangencial a 300 r.p.m duranie 6 horas. Al finalizar el
periodo de incubacidn, se realizé un fresco directo del cultivo y se cuentan 100
esporas (germinadas y no germinadas) y se determina el porciento de germinacion.
El disefio experimental se mugstra en la Tabla V.
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5.1.14. Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno (k; a):

Se determind por el métedo Dinamico (Taguchi y Humphery, 1966); se
denomina dinamico porque se lleva a cabo en sistemas donde se esta efectuando una
fermentacioén. En este método sé grafica la concentracion de oxigeno disuelio vs.
tiempos, la aireacion es cortada y Ia agitacién reducida al minimo en ¢l fermentador
durante el proceso, en donde ¢l valor de ki a se vuelve cero (Taguchi y Humphery,
1966, Linek y Sinkule, 1991).

Se realizé cada 24 h y 36 h durante ¢l transcurso de los experimentos. (Ver calculos
y formulas en los apéndices C, D, E, F, G y H)

5.1.15. Formulacion de los productos obtenidos:

Del producto recuperado se realizé la separacion del producto final en dos
partes de blastosporas obtenidas en las fermentaciones. Donde una parte de ambos
medios de cultivo se separaron para una preparacion en solucion liquida (Caldo
fermentativo) la cual no contenia ningun soporte para proporcionar sobrevivencia al
producto. El resto de las blastosporas obtenidas en los dos medios de cultivo se
preparo para dar un producto solido (polvo), por ello s¢ agrego una cantidad de
tierra de diatomeas, proporcional a la cantidad final de blastosporas.

5.1.16. Analisis Estadisticos:

Se determind la diferencia significativa con el sistema SPSS version 10, de todas
las variables. El criterio para aceptar las diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos, fue para valores Student’s ¢-test, calculados con p < 0.05. Las
variables determinadas de los dos tratamientos fueron analizadas por triplicado, de
las muestras tomadas cada 12 h durante de¢l proceso de propagacién y son las
siguientes: produccién de blastosporas, determinacién de peso seco, consumo de
azucares y determinacion de viabilidad con soporte y viabilidad sin formular.
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Tabla IV. Disefio experimental para la determinacion de los siguientes
parametros: cuenta de blastosporas, peso seco y consumo de azucares (Al medio C.
Rivas, A2 medio M. Jackson, R niimero de repeticiones y B tiempo de muestreo)
Disefio factorial (2* 3) con 42 tratamientos.

Al A2

TIEMPO R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 AlBIR1 | AIBIR2 | AIBIR3 | A2BIR1 | A2B1R2 | A2B1R3
12 AlB2R1 | A1B2R2 [ A1B2R3 | A2B2R1 | A2B2R2 | A2B2R3
24 AlB3RI1 | AIB3R2 | A1B3R3 | A2B3R1 | A2B3R2 | AZB3R3
36 Al1B4R1 | A1B4R2 | A1B4R3 | A2B4R1 | A2B4R2 | A2B4R3
42 AlB5R1 | AIB5R2 | A1B5R3 | AZB5R1 | AZB5R2 { A2B5SR3
60 AlB6R1 | AIB6R2 | A1B6R3 | A2B6R1 | A2B6R2 | AZB6R3

72 AlB7R1 | AIB7R2 | AIB7R3 | A2B7R1 | A2B7RZ | AZB7R3
*Tiempo n horas

Tabla V. Disefio experimental para la determinacion de los siguientes parametros:
viabilidad con soporte y viabilidad sin formular. (Al medio C. Rivas, A2 medio M.
Jackson, R nuimero de repeticiones y B tiempo de muestreo) Disefio factorial (2% 3)
con 54 tratamientos.

Al A2
TIEMPO * R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 AlBIR1 { AIBIR2 | AIBIR3 | A2BIR1 | A2BIR2 | AZBIR3
7 AlB2R1 | AIB2R2 | AIB2R3 | A2B2R1 | A2B2R2 | A2B2R3
14 A1B3R1 | A1B3R2 | AIB3R3 [ A2B3R1 | A2B3R2 | A2B3R3
21 AlB4R1 | AIB4R2 | A1B4R3 | A2B4R1 | A2B4R2 | A2B4R3

28 AlB5RI1 | AIB5R2 | AIB5R3 | A2B3SR1 | A2B5R2 | A2BSR3
60 Al1B6RI1 | A1IB6R2 | AIB6R3 | A2B6R1 | A2B6R2 | A2B6R3
90 AIB7RI1 | A1B7R2 | AIB7R3 | A2B7R1 | A2B7R2 | A2B7R3
120 A1BSR1 | A1B8RI | A1B8R1 [ AIB8RI | A1B8R1 | AIB8RI

150 Al1BI9RI1 | A1B9RI1 | A1IBYR1 | AIBOR] | AIB9R1 | A1B9R]
*Tiempo ¢n dias
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5.2 Evaluacion de efectividad en campo

5.2.1. Ubicacién del Experimento:

Se llevo a cabo en terrenos del Campo Experimental 1a Laguna del INIFAP
(CELALA), el cual se encuentra localizado en el municipio de Matamoros,
Coahuila, en el Km. 17 de la carretera Torredn — Saltillo. La Comarca Lagunera se
encuentra ubicada al suroeste del cstado de Coahuila y al noroeste del estado de
Durango, localizandose entre los meridianos 102 y 104 longitud oeste del meridiano
de Greenwich y los paralelos 25° y 27° de latitud norte, tiene ademés, una altura
promedio de 1,120 metros sobre el nivel d¢l mar. El clima de ¢sta regidn en verano
va desde semi-cilido a calido- seco y en inviemno desde semi-frio a frio, mientras
que el periodo de lluvias abarca de mediados de junio a mediados de octubre
(Santibafiez, 1992),

5.2.2. Manejo Agronomico del Cultivo:

Se utilizo una variedad convencional de algodon (DP 54135), la parcela
consto de cuatro surcos separados a 0.76m por 10 de largo (30.4m?), densidad de
nueve plantas / metro lincal. El sistema de riego fuc por gravedad. La sicmbra se
realizo el 20 de abril y las aplicaciones se efectuaron a los 150 dias después de la
siembra del cultivo.

5.2.3. Tratamientos:

Se emplearon tres dosis diferentes (Baja, Media y Alta) (ver Apéndice N),
las cuales fueron determinadas basandose en la concentracion de conidias’ha que
reportaba el testigo biolégico comercial, elaborado también con el hongo P.
fumosoroseus. Estas dosis fueron preparadas con los formulados obtenidos
anteriormente en el punto # 5.1.15. (Concentracién Liquida y Concentracién
Sélida). Con respecto a los testigos de este estudio fueron tres los cuales consistian
de un testigo biolégico formulado con P. fumosoroseus (Specifick® + Rhudo
(Acidos grasos no iénicos) que le sirvié como adherente, otro como testigo quimico
Endosulfan + Rescate 20 PS (Acctamiprid), muy utilizado para el control de esta
plaga y por iltimo un testigo sin tratar (sin aplicacién alguna). Por lo tanto se¢
evaluaron un total de siefe.
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Se realizé6 una sola aplicacion, de los tratamientos y se efectuaron
tres muestreos a los 2, 4, ?! 6 dias respectivamente. Las dosis fueron ajustadas a
la concentracion (1 x 10" esporas/ha) la cual es utilizada en los productos
convencionales. Las aplicaciones se efectuaron con un atomizador manual, calibro
para efectuar aspersion uniforme a una distancia de 15 ¢cm del envés de la hoja ya
seleccionada con anteriotidad. La aplicacion de los formulados se realize durante la
tarde, con el propésito de proporcionar a los tratamicntos con hongos mejores
condiciones climaticas.

3.2.4. Diseiioc Experimental:

Los tratamientos en campo fueron realizados bajo un disefio experimental
completamente al azar con 10 repeticiones. La unidad experimental fue una hoja de
la planta de algodoén (Gossypium hirsutum L.). Se trataron 10 hojas por tratamiento,
por lo tanto se realizaron 10 repeticiones. El disefio experimental se muestra en la
Tabla V1,

Tabla VI. Disefio experimental de los tratamientos para el bioensayo a nivel de

campo. Disefio factorial (3*3*7) con 63 tratamientos.

Ninfas
\D{ vivas infectadas/Muertas Parasitadas
Tratamiento Baja | Media | Alta | Baja | Media | Afta | Baja | Media | Alta

MJ, 111 '120 1131 | 211 | tz2t [ t23) |t'311 '321 | 4331
M, 112 ) t122 Y132 [ 212 ‘222 | ‘232 |'312( '322 | 332
CR; ‘13 [ t123 | Y133 | '213 ] '223 {'2331'313 '323 | '333
CRy "114 | 124 ) ‘134 | '214 ] '224 ['234 |'314]| '324 | '334

Specifik® 115 | 125 ) '135 1 '215 | '225 | ‘235 |'315) t325 | t335

Endosulfan ‘116 ‘126 | '136 | ‘216 | '226 |'236 |'316| '326 | '336

Testigo ‘117 127 1137 1 '217 | '227 |'237 {'317] '327 | '337

CR a base de peptona de colageno (CR;-polvo, CR, liguido)
MJ a base de casaaminoéacidos ( MJ,-polvo, Mia-fiquido}
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5.2.5. Variables Evaluadas:

El muestro se realizé de forma manual durante las tardes. El tamaiio de
muestra que se llevd a cabo fue de 10 hojas por cada planta de algodén para cada
tratamiento, tres veces. Las cuales fueron scleccionadas previamente y etiquetadas
para los diferentes tratamiento que se emplearon, se seleccionaron las hojas que
contenian mayor infestacion de B. argentifolii en sus diferentes etapas de desarrollo.

Las variables que se evaluaron en este estudio fueron: densidad de ninfas
sanas (las que no fueron afectadas por ningin fratamiento durante el perioda de
exposicion), ninfas parasitadas (ninfas que fueron atacadas por enemigos naturales
durante el experimento, caracicrizadas por una mancha negra sobre ¢l cuerpo de la
ninfa), ninfas infectadas por los tratamiento empleados (caracterizadas por la
perdida de vigor, colapsadas, o la presencia de hifas sobre el cuerpo).

5.2.6. Analisis Estadistico:

Se realizaron andlisis de varianza para cada variable evaluada (ninfas sanas,
ninfas parasitadas, ninfas infectadas por fos tratamientos). Cuando se encontrd
diferencia significativa entre tratamicntos, s¢ procedié a realizar las pruebas de
rango multiple de Tukey para la separacién de medias de tratamientos. Los valores
de porcentajes de ninfas infectadas fueron transformados mediante el arco seno de la
raiz cuadrada de la proporcion, previamente a los andlisis estadisticos, con el
propdsito de homogenizar las varianzas (Ott, 1988).
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6. RESULTADOS

6.1. Produccién de P. fumosoroseus

6.1.1. Produccién de blastosporas a nivel de fermentador:

1.00E+11
1.00E+10r
1.00E+09
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1.00E+06
1.00E+05,
1.00E+04
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1.00E+01

1.00E+0 : ' L : e —
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Tiempo {h)

T

e
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—&—C. Rivas

¥

Blastosporas x 10 * / mL

T

Figura 11, Produccion de blastosporas de P. fumosoroseus a nivel de fermentador

en dos medios de cultivo liquido.
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En la Figura 11, se muestran los resultados obtenidos de la
concentracion final de blastosporas de P. fumosoroseus obtenidas después de 72 h
de fermentacién en ambos medios de cultivo. El medio C. Rivas reporta (2.4 x 10'°
blastosporas/mL), observando ¢l inicio de su fase exponencial a partir de las 36 h
con (2.7 x 10° blastosporas/mL), punto a favor para la utilizacién del medio; porque
es de gran interés debido a que deseamos obtener una produccidn de blastosporas
mayor, en un tiempo mas corto de fermentacién y asi disminuir costos.

Por otro lado, el medio M. Jackson demuestra tener desventaja en la
produccién de blastosporas con estas condiciones de agitacion y aireacion, en
comparacién al medio C. Rivas; ya que presento una produccién de 2.7 x10°
blastosporas/mL (Figura 11). El medio M. Jackson inicia su fase exponencial muy
lenta, se observa la maxima produccidn entre las 60 y 72 h de fermentacidn;
contrario al otro medio que desde las 36 h, se observa producciones mayores de
blastosporas hasta el final de la fermentacion. Se aplico la prucba estadistica ¢ para
evaluar si los dos medios de cultivo (M. Jackson y C. Rivas), diferian entre si de
manera significativa respecto a sus medias, los resultados mostraron una alta
diferencia significativa (p<0.01) entre los dos medios al producir las blastosporas se
muestra en el apéndice L

6.1.2. Cinética de crecimiento en base a Peso Seco:

Los resultados se muestran en la Tabla VII y Figura 12, con respecto al peso
seco inicial obtenido en ambos medios, cuentan con un peso muy similar entre ellos
debido a que comienzan con la misma concentracién de inoculo, conforme avanza la
fermentacién se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo hasia la
germinacion después de 72 h de fermentacion, donde el peso seco final logrado para
ambos medios fue muy diferente, el medio peptona con 15.5 g/L tiene superioridad
sobre el medio M. Jackson con solo 2.3 g/L.. Se aplico la prueba estadistica ¢ para
evaluar el peso seco de las blastosporas y tienen alto efecto significativo (p<0.05) al
comparar ambos medios, se muestra en el apéndice J.

Tabla VIL Parametros determinados en la produccion de P. fumosoroseus cepa 612

en ambos medios a nivel fermentador después de 72 horas.

Medio de cultivo Peso seco Azicares Reductores
g/L g/L
Consumidos
C. Rivas 15.5 73
M. Jackson 23 71
=3
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Figura 12. Cinética de crecimiento de P. fumosoroseus cepa 612 a nivel de
fermentador de 14 L (28 °C, 520 r.p.m 72 h) en ambos medios de cultivo liquido. La

grafica muestra concentracién de biomasa.
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6.1.3. Cinética de crecimiento en base a Consumo de aziicares:

100

2 —&—C. Rivas
g0 | ——M. Jackson

70 |
60
50 |
40
30 |
20 |

Azucares reductores g/l

10|

0 12 24 36 42 60 72
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Figura 13, Cinética de crecimiento de P. fumosoroseus cepa 612 a nivel de
fermentador de 14 L (28 °C, 520 r.p.m 72 h) en ambos medios de cultivo liquido. La

grafica muestra el consumo de azucares.

La Tabla VII y Figura 13 muestra el consumo inicial del medio M. Jackson
de (75 g/L) y del medio C. Rivas de (76 g/L) donde se observa que ambas muestras,
comienzan su consumo de azicar a la par, sin embargo conforme avanza el tiempo
de la fermentacion a las 36 horas, el medio C. Rivas eleva ¢l consumo hasta (41
g/L), debido a que comicenza su fase exponencial y por ello requiere mas energia,
agotando de esta forma la fuente de Carbono, presente en el medio de cultivo. El
medio M. Jackson comienza su fase e¢xponencial mds tarde, de esta forma ¢l
consumo de aznicar se hace mas notorio a las 60 horas con su disminucién (22 g/L),
debido a que presenta un mayor nimero de blastosporas (4x107 blastosporas/mL) en
ese momento. El resultado de la prueba estadistica ¢ muestra diferencia significativa,
entre ambos medios con respecto al consume de azicares, esto se observa en el
apéndice K.

Como resultado del agotamiento de un nutriente esencial (la glucosa), ambos
medios de cultivo llegaron al cese del crecimiento; con un ¢onsumo final (3 g/L)
para el medio C. Rivas y (4 g/L) para el medio M. Jackson.



6.1.4. Coeficiente de Transferencia de Oxigeno (Kp.a):

Los valores de kja se obtuvieron experimentalmente en ambos medios de
cultivo a 28 °C en los fermentadores de 14 L, (con un volumen nominal de 5 L) por
el método dinamico, con una condicién de operacion de 520 r.p.m 1 vvm. En la
Tabla VIII se muestran los valores de ki a obtenidos los cuales son el promedio de 3
experimentos.

Tabla VIII. Valores de ki a obtenidos a 520 r.p.m y 1 vvm en ambos medios de

cultivo.

Medio Condicién kLa
(agitacién y aireacién)  (h-!)
C. Rivas 520rp.m1 vvm 115.38
M. Jackson 520rpm1vvm 115.38

n=3

La combinacion de condiciones altas de propagacién (520 r.p.m lvvm), el
microorganismo (hongo entomopatdgeno) usade asi como los medios de cultive
empleados para su propagacion jugaron un papel importante, debido a la alta
viscosidad que se logro en las fermentaciones desencadenaron una serie de efectos
sobre el ki a; para obtener los valores del coeficiente de transferencia de oxigeno, s¢
empleo la siguiente ecuacion:

kia =K(Pg/V)“ (Vs)®

Donde Pg/V es la potencia gaseada por volumen, Vs es la velocidad
superficial del gas y K, a, y B son constantes empiricas.
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Debido a la alta viscosidad que se tiene en ambos medios aunado a la
agitacién que se emplean, se sugiere tomar en consideracién para posteriores
estudios con este hongo, la utilizacidn de la siguiente correlacion para determinar el
kia (Bisaria V. and Panda A. 1991; Ramirez OT. 2004).

kia=K @®V)* Vgl 0"

Donde P / V es la potencia por unidad de volumen, Vg es la velocidad
superficial del gas burbujeado, 1 es la viscosidad del medio de cultivoyK', a, 8, y v
son constantes empiricas.

De csta forma se podrd en futuras investigaciones mejorar y enriquecer el
bioproceso, mejorando la productividad del cultivo, donde se pueda tomar el
coeficiente de transferencia de oxigeno como un pardmetro de escalamiento para su
implementacidn a nivel industrial.

6.1.5. Viabilidad de {as blastosporas:

La importancia de la sobrevivencia de las blastosporas después de secadas y
almacenadas radica en que las blastosporas germinan ya que en comparacion con las
conidias, estas (blastosporas) germinan mdas rapidamente en el hospedero. En
conjuntoe esta habilidad y la de penetracion en el hospedero proporcionan la
patogenicidad (Jackson er al., 1997).

La viabilidad de los extractos obtenidos ¢n el fermentador y almacenados a
4°C de ambos medios de cultivo estudiados se muestra en la Figura 14 y
corresponden al valor promedio de 3 experimentos. Con respecto a los resultados de
este trabajo, las blastosporas recuperadas mostraron valores iniciales de 94 % de
germinacidén para el medio C. Rivas y 97 % para el medio M. Jackson, después de
su secado con la tierra de diatomeas, durante el primer mes (30 dias) de pruebas
en el
caldo de PDA, estas blastosporas logran un 81 % para C. Rivas y 87 % para M.
Jackson, y se consideran atin con alto porciento de germinacion. El resultado de la
prueba estadistica 7z muestra una alta diferencia significativa, al comparar la
viabilidad de los medios de cultivo, en €l transcurso de los dias, esto s¢ observa en €l
apendice L.
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Figura 14. Sobrevivencia de blastosporas de P. fumosoroseus producidas en dos
medios liquidos (M. Jackson y C. Rivas), a nivel fermentador de 14 L, almacenados

a 4 °C y formulados con tierra de diatomeas, con porcentaje bajo de humedad.

Después de dos meses (60 dias) de almacenadas se observa que carece de
una disminucién en la gemminacion con el, medio M. Jackson porque sigue
conservando €l mismo porciento de germinacion (87 %), mientras el otro medio baja
74 %. Después de 90 dias aun s¢ observa una buena germinacién (81 %), con el
medie M. Jackson el cual presenta una ligera ventaja del 10 % contra el medio C.
Rivas, como se aprecia en la Figura 14 después de 4 meses (120 dias) sigue
disminuyendo la germinacién, presentando un 65 % con las blastosporas
recuperadas del medio C. Rivas, las cuales disminuyo més rapido a lo largo de los
dias y el medio M. Jackson conserva después de este periodo un buen porciento (70
%). Después de 5 meses (150 dias) de almacenaje las blastosporas obtenidas
reportan una disminucién de 59 % para el medio C. Rivas y 65 % para M. Jackson

(Figura 14).
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Viabilidad de las blastosporas almacenadas sin ningin soporte. Para
realizar esta evaluacidn, anteriormente se menciono la separacion en dos partes de
las blastosporas recuperadas de las fermentaciones realizadas para su obtencion, una
contiene un soporte (tierra de diatomeas) y las blastosporas como ingrediente activo,
la segunda fue almacenada a 22 °C, solo las blastosporas y sin ningin soporte,
guardadas en frascos de vidrio oscuro (los cuales no permiten la entrada de luz,
para evitar la radiacién ultravioleta, que afecta la germinacion de las
blastosporas, asi como la actividad del hongo) Monzén, (2001). Los resultados
correspondientes a este procedimiento se muestran en la Figura 15 donde se reporia
el porcentaje de germinacion de . fiumosoroseus con estas condiciones.

Al comienzo se obtiene entre un 98 y 96 % de germinacién en ambos medios
de cultivo (M. Jackson y C. Rivas). Ambos medios de cultivo pierden viabilidad a la
par, resultando de esto un 45 % después de¢ 150 dias de almacenaje. Porcentajes
altos de viabilidad solo se obtienen durante dos semanas, como se puede ver en la
Figura 15. La prueba estadistica ¢ muestra que la viabilidad de las blastosporas sin
formular, tiene un efecto significativo en el transcurso de los dias, se muestra en el

apéndice M.
-
| T |
21 28
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Figura 15, Sobrevivencia de blastosporas de P. fumosoroseus producidas en dos
medios liquidos (M. Jackson y C. Rivas), a nivel fermentador, sin formular y

almacenados.
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6.1.16. Ventajas y Desventajas de la Fermentacion en cultivo liquide:

Debemos recordar que en un cultivo liquido la produccién y el control del
proceso se simplifican en comparacion a fermentaciones de cultivo sélido.

Ademas la utilizacién de biorreactores (modificados) con equipo de
monitoreo y computacional, mejora la perspectiva de utilizacién de ellos, a nivel
piloto debido a que se controlan las condiciones dptimas para la produccién como
son: la temperatura, aireacion, pH, agitacidn y oxigenacion. En este trabajo sec
controlo efectivamente la temperatura de crecimiento del hongo el cual se mantuvo
siempre a 28 °C (temperatura adecuada reportado por Jackson et al., 1997), el pH se
mantuvo a lo largo de la fermentacién entre 5.5 y 6.0, medida 6ptima de crecimiento
(para su control se empleo NaOH 2N y H3;PO, 2N), la agitacién se conserva a 520
r.p.m y la oxigenacién solo s¢ monitorio durante la fermentacién, y s¢ registro ¢l
descenso durante el aumento de 1a produccioén de blastosporas.

Un factor importante a mencionar son los inconvenientes que se presentaron
durante las fermentaciones, donde €] factor mas dificil de controlar, a pesar de
contar con la instrumentacion adecuada para su detencion y control, en el modulo de
fermentacion fue la formacion de espuma. Formada debido a la alta agitacion (520
r.p.m), las caracteristicas (nutrientes) de los medios de cultivo en estudio y de que se
trato de un cultivo micelial (que aumento la viscosidad del medio de
cultivo), presento un exceso espuma sébresaliendo el medic C. Rivas, cabe recordar
que el volumen de trabajo fue de 5 L, para solucionar este problema se empleo un
antiespumante quimico y una barrera mecanica colocada en la flecha de agitacion.

Como menciona Crueger (1989) la espuma es un problema frecuente en las
fermentaciones con sistemas aireados, un antiespumante quimico puede ser siempre
usado para la reduccion de la espuma, pero tiene efectos inhibitorios en la
fermentacién. Se pueden utilizar varios métodos mecanicos que conserven
condiciones estériles y puedan destruir la espuma.

La composicion de los medios de cultivo es la clave mas importante para la
formacidn del producto. Y en el caso del medio C. Rivas, los medios elaborados con
extracto de levadura y/o peptona proporcionan al hongo condiciones 6ptimas de
crecimiento segun Belova (1979); En ef caso de los extractos de levadura son
excelentes substratos para muchos microorganismos. Debido a que contiene
aminoacidos, péptidos, vitaminas solubles en agua y carbohidratos (Crueger, 1989);
y este medio contiene estos elementos por lo que posiblemente puedo influir para la
obtencion de una gran cantidad de blastosporas, asi como las condiciones de
fermentacioén empleadas.

49



Con lo respecto al medio M. Jackson, cuenta con nutrientes ideales para
la produccidn de blastosporas, debido a su fuente de carbono (Glucosa), y fuente de
nitrégeno (Casaaminoacidos), segiin reporta Jackson et al., 1997, varios estudios a
nivel matraz han demostrado una alta produccion de blastosporas haciendo
recomendable el uso de este medio, pero cuando se trabaja a nivel de fermentador
uno de los principales limitantes ademés de una alta produccidn, en la economia de
los medios como s¢ observa en la Tabla IX donde se muestran los costos de
adquisicién de los reactivos empieados en los dos medios.

Desafortunadamente muchos de los estudios existentes, sobre la utilizacién
de este hongo, y con esta misma fuente de nitrdgeno, estan mas enfocados a estudios
nutricionales (para obtener mayor resistencia de desecacion y almacenamiento) y no
a mejorar y/o obtener producciones de blastosporas altas; lo cual se puede lograr a
través del uso de fermentadores y empleo de cultivos sumergidos. Por tal motive se
sugiere para posteriores investigaciones, una integracion de ambas (nutricién y
produccién) para lograr el éxito total, del emplee de Hongos Entomopatogenos.

Basado en esta observacion el objetivo de esta investigacion fue la
produccién masiva de P. fumosoroseus a nivel fermentador, combinado con la
utilizacién de la variacidn de la fuente de nitrdgeno la cual involucra bajos costos,
ademas de lograr la resistencia a la desecacién y mejoramiento de la vida de
anaquel.
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Tabla IX. Costo por kilo de ingrediente empleado en la formulacion de los

medios de cultivo.

Costo en pesos
Ingrediente (por kilo de ingredientes)

Fuente de carbono

Glucosa 11.00

Fuente de nitrégeno

Casaaminoacidos 7000
Peptona 160.00
Extracto de levadura 95.00

Costo final

Medio M. Jackson 7011

Medio C. Rivas 266

Cotizado en pesos mexicanos
(Casaamino4cidos, Glucosa, Probiotek Peptona y Extracto de levadura, Sensient)

160688
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6.2. Efectividad biolégica de P. fumeosoroseus contra B. argentifolii:

Los enemigos naturales de una especie de insectos son muy especificos para
esa especie, es decir, son enemigos de determinado insecto y no atacan a todos los
demas insectos, y su utilizacion preserva el ecosisiema (Bolivar, 2004). La
utilizacion de hongos entomopatdgenos nos ofrece este mismo beneficio, por ende
las investigaciones se enfocan en el estudio y empleo de estos.

Este trabajo evaluo la efectividad biolégica de la cepa Pfr-612 (P.
Jfumosoroseus), obtenida anteriormente se recuperaron blastosporas y se emplearon
como ingrediente activo, de dos fuentes de nitrégeno distintas para ello (M.
Jackson y C. Rivas) para su utilizacién se formularon blastosporas con tierra de
diatomeas (Polvo) y una suspension (Caldo de fermentacion); el bicinsecticida
comercial Specifik® (P. fumosoroseus) + Rhudo (Jabén agricola) como testigo
bioldgico vy el insecticida quimico Endosulfan + Rescate 20 PS (Acetamiprid) como
testigo quimico para el control de la mosquita blanca B. argentifolii (Bellows &
Perring) en una parcela experimental de algodén (DP-5415), localizada en
Matamoros, Coahuila.

Se probé la eficiencia de los diferentes tratamientos contra los diferentes
estadios de la mosquita blanca B. argentifolii durante tres fechas de muestreo,
después de una sola aplicacion.

En el apéndice O y Tabla X se observa la mortalidad de las ninfas durante el
primer muestreo al segundo dia después de su aplicacién, donde sobresalen 3 de los
7 tratamientos del estudio, el tratamiento con el medio C. Rivas presenta alto
promedio de ninfas infectadas (80.52 %) tanto con la formulacion liquida (Caldo de
fermentacién), como con la formulacién en polvo con 76.3 % ambas usando una
dosis media. La cual se determino usando como base 1 x 10" esporas / ha, el
cual corresponde al mimero de esporas que contiene el producto comercial bioldgico
Specifik®. El producto comercial (Specifik®) es el tercer tratamicnto con mayor
porciento de infeccion con 72.44 % cuya composicién es P. fumosoroseus,
coadyuvantes (tierra de diatomeas micronizada) y protectores solares. El 80.52 % y
el 76.3 % de mortalidad (por infeccion) que presento el medio C. Rivas a los dos
dias de la unica aplicacidn parece ser un buen presagio, para ¢l uso de este hongo
entomopatégeno.
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Con respecto al Endosulfan + Rescate 20 PS debido a que son productos
quimicos se esperaba un porciento de ninfas muertas mas alto y mas rapido que el
porciento de ninfas infectadas (por el hongo), pero en la primera fecha de
muestreo al segundo dia después de aplicacion solo se reporta un 53.57 %, y
muestran ventaja los bioinsecticidas aplicados. Durante €l primer muestreo (Tabla
X) los tratamientos elaborados con el medio (M. Jackson) a base de casaminoéacidos
en ambas formulaciones (Polvo y Caldo de fermentacidén), presenta una mortalidad
menor (por infeccion) destacando solamente con un 68.16 % la formulacién liquida
(Caldo de fermentacidn), en su dosis alta, seguida de la dosis media con 52.66 %.
Mientras que el otro tratamiento (formulacion en polvo) solo muesira desde un 38.52
% de ninfas infectadas hasta un 47.73 % en todas las dosis.

Los resultados correspondientes al segundo muestreo al cuarto dia después de
la aplicacién, en la Tabla XI, apéndice P. Revelan que medio M. Jackson con la
formulacién en polvo presenta un ligero repunte del 75.63 % de ninfas infectadas por
¢l hongo, con una dosis alta de aplicacioén. Pero esta tendencia no s¢ observa con Ja
dosis media, ni baja donde ambas tienen entre 56.65 y 53.83 %. Con la formulacién
liquida (Caldo de fermentacién), las tres dosis de muestran un rango de mortalidad
{(ninfas infectadas) entre 40 % y 55 %, presenta poca efectividad, considerando que
se busca al aplicar los bioinsecticidas una aita infestacion en un menor tiempo.

Al parecer la formulacion liquida del medioc C. Rivas, presenta un proceso de
infeccién mas rapido, ya que la dosis media durante el primer muestreo tiene alto
porcentaje de infeccion (80.52 %) mientras a los 4 dias reporta 68.62 % de ninfas
infectadas, pero esta tendencia solo s¢ logra apreciar con esta dosis, porque el resto
de las dosis (alta y baja) ¢levan la efectividad sobresaliendo la dosis alta con 35.98%
a los dos dias después de la aplicacidn y 67.56 % al cuarto dia, la dosis baja presento
37.9% llega hasta 53.39 % (Tabla XI) después del cuarto dia.

El testigo biolégico (Specifk® muestra una reduccién considerable de
efectividad (40.03 %) al cuarto dia, disminuye hasta un 30 %, considerable ya que al
principio del experimento logra 72 % de ninfas infectadas. La mezcla de Endosulfan
+ Rescate 20 PS presenta 31.76 % de ninfas muertas al cuarto dia, lo que indica la
perdida de efectividad en contra de B. argentifolii sobre este cultivo.
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En la Tabla XII, se observa que los algunos de los productos formulados
en ¢l laboratorio después de seis dias después de la aplicacién, aun siguen con un
porcentaje considerablemente alto de mortalidad entre los que se encuentran medio
M. Jackson formulacion en polvo dosis alta (65.95 %), medio C. Rivas polvo dosis
media (63.92 %), y formulacién liquida (Caldo de fermentacion) dosis baja
(63.01%). Los puntos a resaltar con este trabajo seria el comportamiento opuesto de
los dos productos formulados donde el medio M. Jackson empieza a infectar
conforme avanza el tiempo de muestreo podria decirse que el hongo en este medio de
cultivo tarda en lograr las condiciones ideales de infestacion mencionadas
anteriormente.

Mientras el medio C. Rivas con ambos tipos de formulaciones desde el primer
dia de muestreo después de la aplicacion, se logra observar porcentajes altos de
infeccion sin olvidar que este efecto no se logra en todas las dosis que se emplearon,
como eran de esperarse solo algunos serian las mejores para considerar. Con respecto
a las dosis de los fratamientos, existe entre ellos aita diferencia significativa
(apéndice Q) entre medios y formulados.

Como se observa en la Tabla XII el comportamiento en el medio M. Jackson
formulacién en polvo cuenta con un efecto ascendente con respecto a la dosis, la baja
de 45.35 %, media de 56.03 % y alta de 65.95 %; mientras que en la formulacion
liquida (Caldo de fermentacién) la dosis alta s la unica que reporta una mortalidad
mayor de 56.08 %. La dosis baja tiene un efecto, de menos a mas pues comienza con
37.13 % y logra al final 55.67 % durante las tres fechas de muestreo.

56



bl — L

{opinby-Tr N ‘oajod- 1[N} SOPIOBOUIUTESED 9P 358Q © [N SjuEdLIqR] |3 Jod BPEpUAUDOI SISO -  AJUAWE|0s endE uod ugnesldy +
I

{opinbi} YD ‘oajod-Sy4 )} ouaBeoa op euoided ap aseq e YH SEATIRIYIUTIS SRIDUAISJIP urjussasd OU BXIY| BLUSIWL B] UOD SRIPS A »
2epq ('S01 e 1'6 e 7't 20 300 eq R 1Y (eproydasul
+ teonde us)
ofusa
oepq £'68 q 3¢ vq 8L BQ 6't7b opq 6°8T 8q 9°7¢ - ueynsopuyg
28pq 7°9L P29 007 oeq 7yl eq £°7h 9 6°€T eq 1°8¢ 1H102dg
AT T°0K s6l §'19 §°6S 6°9€ 01pAWOL
€ 6'691 PGao 6Ll © 68T €q 619 €818 LAAYY ey
oeq Z'b6 Pa¥ 01 oepq 0°§ 1 8q £°6S oBq 9°Lp eq9°I¢ BIPOIN D
28pq §°GL P929 $°91 oepq Sy 2q 0'c9 oepq [°LE Bq 6°€T eleq
£49 S1I &6 8°9¢ 6'0¢ 6°CT olpamoag
oPQ6°L8 P2 0TI opq 8¢l 2q 0°09 opq 1°8¢€ 8Q 0t BV
oPq 99 P32 6°CI opq L6 €q 6°€9 oepq 6°L€ 8Q 831 BIpAIA D
op ¢8¢ PL'6 POt Bq {op PL9l eq 8Ll eleg
AT 08t S I'1§ LLT 067 o1pamIoa ]
ps'Ee gL PST 2q 1°9¢ PoLl qrcl By
oepq 7°/8 P92 $°0T oeq 91 q99°Ip WEIE eq 6°8¢ BIpay MW
oepq 8°76 92 £97 €q S'pT vq LSS opq L'eg 2Q 9'pg eleg
6901 L0Z 012 8'ss 9°cy vor olpawold
22pq ¥°101 Pqo 92z 8qQ G'E€T £ 6°Co oepq 6'L 8] 0'0¢ ury
2q 5°091 P2 SB1 B [LT 2q 0°9¢ Bq 8'89 B 9'%9 eIpaIN W
ap 6°8S PAO 01T oepq H°71 BQ PSP P00z .Bq 59z vleg
sa[eIoL. sepejisele ] sepeliserey SELIOMPA selnN SEAIA sIsoq ojudIIE)EA].
L | L | _ '
SBJUIN SeJuIN % SEJUIN SEJwIN 9p % seyuIN SEJUIN

"uopOd[® [9P 0ALND [3 UD
‘sojustureyen so] ap ugioeoi|de ] op spndsap vIp 01xas |8 ‘wyofijuadiy g op sepeusered A seprlosjul ‘SeAla sejuiu ap alejussiod £ orwny *IIX BlgeL



Finalmente en este trabajo se logra englobar los requisitos necesarios en
lo que Ia biotecnologia se enfoca para el éxito de esta; como seria 1) el desarrollo del
producto (donde se logra tener una produccion superior de blastosporas con respecto
a dos medios de cultivo liquido, usando los fermentadores y condiciones de
propagacion adecuadas para el hongo) 2) formulacionecs con mayor vida de anaquel
(probando ¢l uso de blastosporas contenidas en el caldo de fermentacion sin ningin
soporte o aditivo, blastosporas secadas y tratadas con tierra de diatomeas como
soportc y con esta forma se logro la sobrevivencia por un mayor tiempo) 3)
efectividad y permanencia en el campo (obteniendo buenos porcentajes de
mortalidad sobre B. argentifolii con los productos obtenidos en el laboratorio con
respecto a los testigos donde ¢l control quimico obtuvo menor efectividad, el control
bioldgico tuvo un porcentaje alto de mortalidad por muy pocos dias; Por
consiguiente los productos obtenidos, asi como las formulados tienen una
permanencia mayor en el cultivo de algodén).
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7. DISCUSION

Las concentraciones de blastosporas logradas con ambos medios de cultivo al
final de la fermentacion (72 h), observadas en la Figura 11 sugieren como alternativa
la utilizacion de una fermentacién tipo “Fed-batch” (semi-alimentado), donde se
pueda afiadir sustrato a medida que se consume, manteniendo su concentracién de
blastosporas constante.

Humphreys et al., (1990), hace referencia de la utilizacion de cultivos “batch™
y “feed batch”, pero limitados por glucosa y amonio; donde observaron que P.
farinosus 'y B. bassiana produjeron biastosporas en la fase exponencial y
desaceleracion de crecimiento en el cultivo “batch”, mientras que B. bassiana
solamente formo esporas durante {a fase estacionaria. Con respecto al cultivo “Fed-
batch” limitado por glucosa y amonio, la conceniracién de blastosporas para P.
farinosus fue inversamente relacionada con la tasa de dilucidn.

Reportes anteriores mencionan la utilizacién de una fuente de nitrégeno
similar al medio en estudio, al igual que nosotros con uma alta produccion de
blastosporas, a escala de fermentador; como por gjemplo en (1986) Latgé y cols.
Reportan un medio especifico de glucosa y extracto de levadura para B. bassiana
obtuvieron altas concenfraciones de propagulos (I x 10° blastosporas/mL), para
(1996) De la Torre y Cardenas Cota; Reporta la obtencién de (5.0 x 10® esp/mL)
conidios de P. fumosoroseus en un fermentador de 20 L (400 r.p.m y 1.5 vvmj con
una fuente de carbono simple (glucosa (30 g/L), y nitrato de amonio (0.7 g/L)) v
suplementado con extracto de levadura como fuente de nitrdgeno), en el medio de
cuitivo.

Quintero-Zapata (2001), empleo este mismo hongo en un medio a base de
(sacarosa 2.0 g y peptona de colageno 4.5 g), logro una produccién de (1.48 x 10°
blastosporas/mL) en 24 h de fermentacidn con las mismas condiciones de
propagacion anteriores (400 r.p.m y 1.5 vvm), y en condiciones menores de
propagacién (250 rp.m) 1.3x 10° blastosporas/mL pero después de 3 h de
fermentacion, en un micro fermentador de 5 L (Bioflo III, New Brunswick Scientific
Co. Inc. USA).
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Estas referencias corroboran que los medios con esta fuente de nitrogeno
(por ejemplo: peptona y extracto de levadura), pueden ayudar a mejorar la
produccion, ademas si s¢ mejoran las condiciones de propagacion en el fermentador
utilizado, como se realizo en este estudio con una agitacién a 520 r.p.m y solo una
aireacion de 1.0 vvim se logro concenfracion alta de blastosporas como las
observadas en la Figura 11, donde €l medio C. Rivas tiene después de 72 h, 2.4 x
10'® blastosporas/mL. Elias-Santos, (2002) realiza una serie de experimentos
utilizando en este caso las mismas fuentes de C:N en los medios de cultivo que este
estudio (M. Jackson y C. Rivas) y menciono que las diferentes condiciones de
agitacién y aireacidn; puede ser factor determinante para la produccién de P.
fumosoroseus.

Ademés reporta una produccion a nivel fermentador de (13.0x10°
blastosporas/mL), y emplea condiciones de agitacidn menores y aireacién en
particular esta (400 r.p.m 0.5 vvm), en el medio M. Jackson, mientras que con
velocidades mayores (520 r.p.m y 1 vvm), reporta, (1.0 x10® blastosporas/mL). Sin
embargo este efecto no se presenta en este experimento, debido a que se obtuvo un
porcentaje mayor al reportado por Elias-Santos (2002).

Mientras que Vargas-Guevara, (2004) reporta también producciones bajas
de esporas, pero de B. bassiana (5.9 x10" esp/mL), empleando los casaaminoacidos a
nivel matraz (300 r.p.m), comparado con el utilizado, otras fuentes de nitrogeno
como nitrato de amonto obtiene (7.5 x10® esp/mL) y con liquido remojo de maiz (6.4
x 10® esp/mL), ademas de corroborar que la fuente de nitrégeno y su relacién con la
fuente de carbono, en los medios de cuitivo es de vital importancia tanto para la
produccion del propagulo, tolerancia a la desecacion y almacenaje.

Mientras que Vega et al., (1997) reporta una produccién de 1.2 x 10°
blastosporas/mL, con ei medio de Jackson ef al., (1997) a nivel matraz en 300 r.p.m
para la germinacion de blastosporas de P. fumosoroseus en la cuticula de B,
argentifolii. Varias investigaciones realizadas anteriormente con P. fumosoroseus,
han reportado la utilizacién de C:N en una proporcion de 10:1, con una agitacioén de
300 r.p.m a nivel matraz durante 3 dias, con una produccién final de 8.8 x 10°
esporas/mL con 100 % de blastosporas en el medio de cultivo final (Jackson et al.,
1997). Otro ejemplo de produccién con casaaminoacidos lo reporta Vidal et al.,
(1997) con la cepa Pfr-92117 a nivel matraz, donde después de 48 h obtiene una
produccién de (1.3x10° propagulos). Como se puede ver en los reportes antes
mencionados, son pocos los resultados a nivel fermentador con este medio en
particular, ya que este es un medio de alto costo, haciéndolo poco factible su
utilizacion a escalas mayores. Sin embargo la desventaja y de ser un medio de
produccidn mds cara, no se podria descartar de todo su wutilizacién, debido a
diferentes reportes donde se reportan altas concentraciones de blastosporas y
posiblemente tiendan a ser efectivas para el control de mosquita blanca.
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Este dato sena correcto si consideramos la observacién de Cliquet
(1999), donde reporta que el maximo peso seco esta asociado con la maxima
produccién de blastosporas; y este fue el caso del medio C. Rivas que logra una
mayor produccion de blastosporas, en este trabajo.

El peso seco final logrado para ambos medios fue muy diferente, el medio
peptona con 15.5 g/L tiene superioridad sobre el medio M. Jackson con solo 2.3 g/L,
la explicacién seria segiin menciona Samsinakova (1966) en B. bassiana menciona
que €l peso seco en cultivos sumergidos a los fres dias, no existe aumento sustancial
en peso seco porque las esporas son formadas principalmente por la desintegracion
del micelio y estos pesan menos que las hifas; en culiivos aeriales por ¢jemplo la
produccion de peso seco incrementa lentamente hasta el cuarto dia cuando sube al
méximo, y se logra en el noveno dia de fermentacion. Ademas es importante no
olvidar que el rendimiento de biomasa y de producto representa la eficacia de la
conversion del substrato a biomasa y productos (Tabla VII y Figura 12).

Datos de peso seco con estos mismos medios de cultivo, son reportados
por Lozano, (2001) a nivel matraz de 500 mL, donde ¢l mayor rendimiento se
observo en el medio M. Jackson con (11.5 g/lL} vy (7.7 g/L) en medio C. Rivas, en
esta ocasion no se logro el mismo patréon porque €l medio con mayor rendimiento
fue ¢l medio C. Rivas, sin embargo obtuve mayor nuimero de esporas al finalizar
la fermentacién; sin importar el medio de cultivo, siempre el rendimiento en un
fermentador es mayor al obtenido en matraz, pero este dato es importante pues puede
darnos un panorama de que se podria obtener en posteriores trabajos a nivel
fermentador con este hongo (P. fumosoroseus).

Datos similares mencionan Gomez (1999), También en matraz con 3 medios
de cultivo diferentes, con promedios de 15.6 g/L para ¢l medio casaaminoacidos,
10.7 g/L con medio peptona y 6.2 g/l con un medio a base de melaza. La
disminucién en el peso en este ultimo medio (melaza) se puede atribuir a que
contiene gran cantidad de s6lidos en suspension, que al llevarse a cabo el proceso de
filtracion compiten en espacio con las blastosporas producidas, sin embargo, el
medio M. Jackson y el medio C. Rivas son medios de cultivo con componentes
altamente hidrosolubles y son eliminados casi totalmente al filtrarse, y se obtiene una
muestra mas representativa de la produccién (Inch ef al., 1986).

Otro factor importante a considerar; es que sin importar que se trate del
mismo microorganismo, el peso seco es diferente entre los medios de cultivo
empleados. Debido a las fuentes de carbono y de nitrégeno que se utilizan para su
elaboracién contienen y/o pueden tener elementos indeseables (como por gjemplo:
impurezas y/o elementos poco solubles), los cuales pueden contribuir en algin
momento, aumentando ¢l peso, de tal modo se ve alterado el resultado.
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Esto lo observaron los siguientes trabajos: Thomas et al., 1987 obtuvo
2.8 g de biomasa/l. de B. bassiana con fructosa como fuente de carbono,
Rombach, (1989) a nivel fermentador con este mismo hongo, uso un medio de
cultivo liquido a base de sacarosa, maltosa y exiracto de levadura, logra en su
maxima produccion solo 12.3 mg / mL. En (1997) Vidal et al., uso tres diferentes
medios de cultivo liquido, donde el crecimiento varia con el medio utilizado, la
maxima produccién de peso seco o obtuvo después de 42 h de fermentacién en el
medio reportado por Jackson et al., (1997) con 60.3+4.9 mg/mL", medio Catroux
(fuente de C con sacarosa) con 38.5+2.4 mg/m'1 y Paris un medio semi-sintético con
maltosa con 20.7+3.1 mg/mL™,

El resultado de k;a que muestran ambos medios de cultivo fueron valores
“muy altos” (115.38 h' para ambos medios) se puede observar en la Tabla VIII; este
valor se esperaba debido a la fermentacién micelial que se realizd, y el ki a puede
variar durante la fermentacién por varias razones, principalmente por ¢l aumento de
la viscosidad, los problemas de espuma y el aumento de la concentracién celular; los
cuales se involucran cuando se trata de fermentaciones miceliales como en este caso.
Aun asi Quintero, (1981) reporta valores tipicos de kja para tanques agitados
mecéanicamente de 60 h™' hasta 240 h'' sin microorganismos de tal manera nuestros
valores estarian dentro de un rango aceptable.

Investigaciones anteriores con este microorganismo (P. fumosoroseus)
reportan valores de kia a diferentes condiciones de r.p.m y vvm, donde en
condiciones muy bajas de agitacién (200 r.p.m y 0.5, 1 vvm) tiene 7.2 h™*, 11.16 h'
respectivamente mientras en condiciones de alta agitacion (520, 590, 600 r.p.m 1
vvm) tiene 115.38 h', 143 h-', 167.3 h”! (Elias-Santos, 2002). Segun Cliffe, (1997) ¢l
kra depende de las propiedades fisico - quimicos del medio del biorreactor y de las
propiedades fisicas y condiciones de operacién del recipiente. El valor del
coeficiente volumeétrico de transferencia de masa kia puede ser controiado por las
condiciones de agitacion y el flujo de aire.

Por lo tanto al obtener y repetir el mismo valor de kia 115.38 h' con las
mismas c¢ondiciones de operacion y medio de cultivo, en este estudio podriamos en
futuras investigaciones tomar este valor para controlarlo durante todo el proceso; si
se toma como ejemplo el trabajo de Bartholmew en (1950) el cual hace una
manipulacion de los cocficientes de transferencia de masa gas-liquido calculados
utilizando la oxidacion del sulfito de sodio a través de hacer cambios en la velocidad
de flujo de aire, se obticnen varias concentraciones de penicilina a diferentes
velocidades de agitacion, aun mantiene el ki a constante, Lo anterior propone utilizar
el ki .a como un criterio de escalamiento, para nuestro proceso.
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La viabilidad de los extractos obtenidos en el fermentador, almacenados
a 4°C de ambos medios de cultivo estudiados se muestra en la Figura 14, con un
porciento alto de viabilidad al inicio del trabajo, sin embargo al concluirlo después
de 150 dias de almacenaje las blastosporas obtenidas reportan una disminucion de
59% para el medio C. Rivas y 65% para M. Jackson, datos similares reporta
Quintero-Zapata (2001}); después de secar las muestras por aire con 5 % de tierra de
diatomeas la viabilidad se afecto ligeramente entre 85 % y 97 %, realizé viabilidad
con las blastosporas de P. fumosoroseus obtenidas en diferentes medios de cultivo (a
base de harina de soya a diferentes concentraciones) donde la sobrevivencia al
terminar su proceso fuc de 90 a 100 % en todos los medios; por lo que después de 60
dias disminuyé considerablemente en algunos casos hasta un 29 % y solo el medio
control a base de casaaminoacidos logro una sobrevivencia del 75%.

Esta perdida tan drastica después de secadas con la tierra de diatomeas que se
observo en su experimento, no ocurrié en este trabajo posiblemente por el método
empleado; ya que al usar 1a centrifuga (mini sharples) para el secado, las blastosporas
s¢ benefician de alguna forma, ademas del soporte utilizado en este caso (tierra de
diatomeas). Segin Hernandez et al., 1997 formularon conidias de Paecilomyces spp
con polvos humectantes como tierra de diatomeas y bentonita logrando mantener la
viabilidad del hongo, entre 90 y 99 % por 45 dias.

Cabe mencionar que una limitante biotecnolégica para el uso masivo de P.
fumosoreseus es la baja viabilidad de las cepas y esporas en el medio ambiente. Por
tal motivo, la preocupacion constante radica en encontrar sistemas de produccion y
aplicacion eficientes, que le permitan al hongo mantenerse por mas tiempo en
anaquel (Pereira, 2000). Una formulacién comercial debe tener una germinacién
superior al 85% en un tiempo de incubacion de 24 horas, ya que al asperjar en el
campo ¢l hongo debe tener un rapido efecto sobre la poblacién del insecto que esta
atacando y un corto periodo de exposicion a condiciones ambientales (Vélez et al.,
1997). Esto explica porque todos los tratamientos probados tuvieron un aito
porciento de viabilidad en las primeras semanas; todas estas limitantes se pueden
desaparecer al realizar la formulacion adecuada y €l empleo del soporte ideal, para
cada microorganismo, lo cual nos puede llevar a muchos afios de investigacion y
desarrollo.

Las muestras recuperadas de los medios en estudios se almacenaron a 4°C,
por sugerencia de varios estudios, donde demuestran que las blastosporas de los
hongos entomopatdgenos se ven favorecidas a estas condiciones por ejemplo: Clerk
y Madelin (1965) y Daoust y Pereira (1986) demostraron que la temperatura y
humedad afectan el indice de sobrevivencia y germinacidn en B. bassiana; la
temperatura afecta el porcentaje de germinacion en las conidias y después afecia
también la concentracion de la unidad infectiva en el campo Walstad et al., 1970,
Jackson ef al., 1997 mencionan que la temperatura influye cn la viabilidad de las
blastosporas de P. fumosoroseus sobre todo almacenadas a 22 °C donde son poco
viables despu¢s de 30 dias; ademas Lozano, (2001) reporta porcentajes de
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viabilidad con Pfr a 22 °C y 4 °C con los mismos medios de cultivo que este
trabajo, después de 90 dias los almacenados a 4 °C reporto un porcentaje alto de
sobrevivencia, entre un 85 % y 70 % con el medio M. Jackson y medio C. Rivas
respectivamente.

Después de 90 dias aun se observa la buena germinacion, con el medio M.
Jackson el cual presenta una ligera ventaja. Debido a la identificacion de ciertas
condiciones nutricionales que ayudan a la producciéon y sobrevivencia de
blastosporas de P. fumosoroseus en medios de cultivo liquidos, favoreciendo la
tolerancia a la desecacidn (Jackson et al., 1997, 1999) y se podria dar el caso con
medio M. Jackson de este trabajo, el cual contiene una serie de elementos, los cuales
padrian contribuir.

Segiin Steinhaus, (1960) las conidias almacenadas entre 4 °C y 8 °C
permanecen viables de 1 a 3 afios, en tanto almacenadas a temperaturas mayores
como 21 °C disminuyen su viabilidad en pocos meses; este dato concuerda con lo
reportado por Sandoval-Coronado ef al., 2001 donde la composicion del medio, los
soportes del secado y la temperatura de almacenaje tiene un alto impacto en la
sobrevivencia de las blastosporas. Y reporta que bajo las condiciones de obtencién
de blastosporas Pfr 612, en mairaces de 500 mL a 300 r.p.m en dos medios de cultivo
(los mismos evaluados aqui), utilizando diversos soportes para su formulacidn,
secado por el método de aire, y almacenados a dos diferentes condiciones, el medio
M. Jackson (LM1) produce altas concentraciones de blastosporas que no solo
sobreviven mejor al secado que las blastosporas producidas en medio C. Rivas
(LM2) pero también mantiene la viabilidad a lo largo del almacenaje con las
formulaciones y soportes probados por el (fécula de maiz, harina de arroz, taicos, una
cal mexicana, una arcilla calcinada (Surround), tierra de diatomeas).

La naturaleza de un soporte secado mostréd tener un significativo impacto en
la estabilidad del almacenaje de todas las blastosporas particularmente aguellos
producidos en LM1 bajo la produccion, secado y almacenaje similar a las
candiciones usadas en este, formulaciones almacenadas a 4 °C tiene mejor
estabilidad de almacenaje en todas las formulaciones, que las blastosporas
almacenadas a 28 °C. Se ha estimado en ¢l caso de las conidias que necesitan
permanecer viables al menos 7 semanas para ser utilizados como agente de control
bioldgico (Clark et al., 1968), considerando esta referencia la viabilidad de los
productos recuperados en este trabajo superaria las perspectivas, por tener una
germinacion mayor del 50 % después de 5 meses de almacén, se logro empleando
un método de separaciéon por centrifugacién y almacenados a 4 °C; Sin embargo
Couch & Ignoffo (1981) sugieren que el tiempo de vida de un biopesticida debe
ser d¢ 12 a 18 meses, o 3 - 6 meses es requendo el patogeno para una
aplicacidon en un tiempo especifico.
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Por lo que mejorando las condiciones de secado y trabajando la humedad
relativa de los productos, se puede impactar en la estabilidad de los formulados
almacenados de las blastosporas de P. fumosoroseus en estudios posteriores.

Uno de los factores que mas afecta a los hongos son las altas temperaturas,
por esta razén al almacenarlos por mucho tiempo se recomienda mantenerlos en
refrigeracion (Monzdn 2001), como s¢ realizd, pero como se aprecia en la Figura
15, durante las primeras semanas se observo la disminucién constante de la
germinacion, hasta perderla en un periodo muy corto (menos de 2 meses), ademas de
comenzar a presentar descomposicién de las células, asi como la presencia de
contaminacion, debido al manipunleo constante de estos tratamientos (Debido al
muestreo semanal realizado).

Dado este resultado las blastosporas de emplearse asi para el control de B.
argentifolii, se deberd considerar su utilizacion inmediatamente (después de su
proceso de fermentacion), para su actividad insecticida; por un periodo corto aun
contiene su efectividad, como se demuestra en los bioensayos realizados. Monzon,
(2001) por ejemplo: menciona que la viabilidad de las conidias se mantiene mayor
tiempo en la formulacién liquida que en la sélida. En el caso de Stathers et al.,
(1993) hace notar que s¢ debera considerar el tipo de ingrediente activo a utilizar, ya
sean conidias aéreas, conidias sumergidas y blastosporas porque todas ellas poseen
diferente estabilidad, y las blastosporas las menos estables. Estos detalles se
aprecian, en este trabajo donde las blastosporas permanecieron poco viables durante
su seguimiento.

De esta forma queda plasmada la necesidad de utilizar un soporte (por
ejemplo: tierra de diatomeas) porque e€s un material muy usados para elaborar
formulados, y es considerada como una altemativa estable y no toxica. Sin embargo
en cantidades grandes puede causar efectos adversos sobre las propiedades fisicas de
los granos cuando es usado en areas cerradas. (Golob, 1997, Korunic, 1998). Debido
a que actia como desecante, la tierra de diatomeas es més efectiva a baja humedad
(Moore et al., 2000). Ayudando asi a las blastosporas del hongo par mantener alta su
viabilidad.

Existen reportes en donde muchos hongos bajo condiciones extremas, la
espora provee la fuente de Carbono a utilizar (Bidochka et al., 1990). Desde el punto
de vista de la fuente de Nitrégeno, el incremento en la reserva endégena en cultivos
hmitados de N pueden incrementar Ja sobrevivencia durante el alnacenamiento
(Lane & Trinc1 1991), en este trabajo la fuente de Nitrogeno proporcionada (Peptona,
Casaaminoacidos) por ambos medios era muy rica, lo cual pudo influir como un
factor para e¢levar el tiempo de sobrevivencia de las blastosporas, y mostré mas
efecto el medio con casaaminoécidos como fuiente principal de Nitrégeno, se observo
ligera ventaja sobre el otro medio de cultivo.
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Sin embargo el soporte utilizado puede ser también muy importante para la
viabilidad como se observa en la Figura 15 donde el porciento de germinacion
disminuyo drasticamente.

Montemayor, (2004) reporta. La implementacion de varios soportes, para
realizar pruebas de viabilidad con blastosporas de P. fimosoroseus obtenidas a nivel
matraz con los mismo medios de cultivo que nuestro trabajo y empleo diferentes
soportes: tierra de diatomeas 5 %, almidon de maiz modificado (capsul) 20 %,
pectina 2 % y gelatina 2 %; posteriormente realizé la filtracién del producto con una
bomba de vacid y recuperado con papel Whatman N° 1. P. fumosoroseus con capsul,
gelatina y pectina mostraron una estabilidad similar en los dos medios de estudio
utilizados después del proceso de secado, mientras que con tierra de diatomeas una
mayor estabilidad de sobrevivencia con su medio control (medio M. Jackson); a la
vez de reportar baja viabilidad cuando las blastosporas contenian capsul; ya que el
capsul es un polimero disefiado para el secado por aspersién, y este utilizo secado por
aire a temperatura ambiente muestra resultados poco satisfactorios, sin embargo si
consideramos ofro método de secado para sobrevivencia de las blastosporas en un
futuro se podria considerar hacer pruebas con en este polimero (capsul), usandolo
para ¢l cual esta disefiado.

Debido a los antecedentes mostrados anteriormente, se deberan considerar
todos los factores que llevan a la elaboractén de un bioinsecticida realmente efectivo,
ya que este paso es importante para el éxito, el en ¢l campo sobre la plaga a tratar,
pues la sobrevivencia al proceso de desecacién asi como permanecer viabies e
infectivas durante un periodo de almacenamiento considerable seria el reto.
Comenzando desde reformulando los medios de cultive utilizados tratando que los
nutrientes usados proporcionen mayor viabilidad, usando condiciones de agitacion
adecuadas que produzcan cantidades mayores del ingrediente activo (esporas) en un
menor tiempo, economizando de esta forma ¢l proceso, métados de formulacion y
soportes inertes adecuados, para su sobrevivencia a la exposicion de condiciones
ambientales. Todo e¢ste conjunto de condiciones haran que el bioinsecticida
producido, sea de gran utilidad y valor comercial para los agricultores.
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7.2. DISCUSION SOBRE LA EFECTIVIDAD BIOLOGICA

Los resultados logrados con el medio C. Rivas de 80.52 % y el 76.3 % de
mortalidad (por infeccién) a los dos dias de la unica aplicacién puede ser un buen
presagio, para lograr el éxito en el empleo de hongos entomopatogenos porque para
ello se requieren de varios factores, destacando: 1) desarrollar la infeccion en los
insectos, debera haber una humedad relativa superior a 70 % con temperaturas entre
24 y 30 °C (Gallegos er al., 2003) y se dieron las condiciones en ¢ste estudio 2) el
hongo inicia la infeccién cuando la espora se pone en contacto con ¢l cuerpo del
insecto (Lezama et al., 1997) en este caso la aplicacion y los productos ayudaron a
estar en contacto por lo tanto infecto mas rapido. Estos factores también se
pudieron dar en el producto comercial (Specifik®) con 72.44 %, se puede
observar en la Tabla X.

Mortalidades mas altas reporta McCoy, (1991) con concentraciones mas bajas
que las usadas en este trabajo, determino que las ninfas de la mosquita blanca son
aniquiladas en concentraciones de 10° esporas/mL por el hongo P. fumosoroseus,
causando mortalidades de 90 % a las 72 horas de haber sido aplicado el patogeno.
Asimismo lo determina como un agente capaz de atacar todos los estados bioldgicos
de la mosca blanca B. tabaci, concluyendo que este patogeno presenta un gran
potencial como ¢ontrol microbial de la plaga.

Conclusiones similares reporta Lindquist, (1993} al evaluar una concentracién
de 10® esporas/mL aplicado sobre hojas de nochebuena infestadas con todos los
estados de desarrollo de la mosquita blanca. Ademas menciona que el parasitoide
Encarsia (enemigo natural) es inmune al hongo y la eficacia de esie es estable,
siempre y cuando se mantenga una humedad relativa superior a 80 %.

Nava et al., (2001) mencionan que el control quimico de mosquita blanca ¢s
dificil de lograr para diversas razones destacando su capacidad a desarrollar
rapidamente resistencia a la mayoria de los grupos toxicos de insecticidas. Cabe
mencionar que en esta zona se tiene tiempo aplicando este producto quimico,
dandose esta posible resistencia. En el (2002}, Guerrero realizé una evaluacion de la
efectividad de hongos entomopatdgenos e insecticidas convencionales en el control
de B. argentifolii en cultivos de meldn, reportando de los diversos insecticidas
empleados (entre ellos Endosulfan), el mejor fue el Pymetrozine (Plenum) logrando
una reduccién de la infestacidén en un 79.2 % y el resto de los insecticidas tuvicron
densidades promedio de mosquita blanca estadisticamente iguales al testigo sin
tratar,
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Se podria pensar que [a aplicacion de la formulacién liquida seria mas
efectiva, ya que cuenta con ¢l ingrediente activo directo y sin mingun conservador,
estudios recientes muestran lo contrario, la implementacién de diversos protectores
(adyuvantes) ayudan a la sobrevivencia de las blastosporas hasta estar en contacto
con el insecto, Y este puede ser un factor importante para que la formulacion liquida
(Caldo de fermentacion) no mostrara en ambos tratamientos (M. Jackson y C. Rivas)
los resultados esperados.

Durante (1998) Jackson et al., reportan los primeros resultados de efectividad
con blastosporas y conidias aeriales de P. fumosoroseus contra el afido ruso del trigo,
producidas en medio liquido usando el método descrito por Jackson et al., 1997. Las
suspensiones de hongos fueron atomizadas en los afidos sobre hojas de cebada fijas
en una superficie de agar, inoculando 5 x 10* esporas/mL presentaron solo 57 % de
micosis usando las blastosporas frescas, mientras que las blastosporas secadas por
aire solo 44 %, las cuales comparandolos con los resultados observados durante el
primer muestreo, estan bajo los mismos rangos.

Con la formulacion liquida (Caldo de fermentacién), las tres dosis de
muesiran un rango de mortalidad (ninfas infectadas) entre 40 % y 55 %, presenta
poca efectividad, considerando que se busca al aplicar los bioinsecticidas una alta
infestacién en un menor tiempo. Aun asi los resultados logrados en esie estudio
muestran un porcentaje mayor de ninfas infectadas, que el reportado por Esquivel
(2002), donde utilizé el producto comercial Pae-sin® (P. fimosoroseus) en
condiciones de invernadero y bajo condicioncs favorables (Temperatura 23 °C y
Humedad relativa 75 %) para la infeccion del hongo, la dosis baja mostrd
efectividad solamente del 13.1 % de ninfas infectadas, también mencionan que la
relacion con el periodo de infeccién de ninfas se observo que es hasta 3 dias después
de la aplicacién cuando aparecen los primeros efectos y posteriormente el grado de
infectividad se incrementa, teniendo en cuenta este dato nuestro tratamiento mejora
las perspectivas.

Al parecer la formulacion liquida del medio C. Rivas, presenta un proceso de
infeccion mas rapido, Este comportamiento no s¢ logra en la formulacion en polvo,
la cual empieza a perder efectividad en esta fecha, a pesar de que la dosis media al
principio cuenta con un porcentaje alto. Fargues et al., 1994; Jackson et al., 1997
mencionan que bajo condiciones de campo, los requerimientos de humedad
representan una significante constriccién para la eficacia del biocontrol, 1a ripida
germinacion producida por blastosporas en cultivos liquidos deberia aumentar la
capacidad de estos propdgalos para infectar y matar B. argentifolii y otros insectos
plagas, pero no se observa este beneficio, por otro lado se pudo dar el factor que
determino Thomas et al., 1987, €l cual las blastosporas tienen un corto tiempo de
vida y poco sobreviven a condiciones adversas, que pueden llevar a baja efectividad
de este tratamiento.
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Osuna-Paéz (2003) rcalizé un trabajo con propagulos de cultivo
sumergido, conidios adreos, propagulos de cultivo sumergido mas el caldo de
fermentacion, solo caldo de fermentacidon y un testigo absoluto, realizando 8
aplicaciones cada 4 dias, donde los mejores resultados fueron los conidios aéreos (5
x 10" conidios/ha) y los propagulos de cultivo sumergido mas el caldo de
fermentacion (6 x 10! propagulos/ha), sin diferencias significativamente. Al dia 33
del experimento, los porcentajes de mortalidad totales producidos por los
conidios aéreos y propagulos de cultivo sumergido (3 x 10'' propégulos /ha)
fueron 83 + 14 y 71 £ 22%, rcspectivamente, sin que hubiese diferencia significativa
en los indices de infeccién.

Los propagulos de cultivo sumergido fueron tan virulentos contra las ninfas
de mosquita blanca como sus conidios aéreos. Un efecto sgmejante se logra en este
gstudio; pero podria mejorar (incrementando él porcentaje de mortalidad) si se
realizaran mas aplicaciones de los productos, asi como lograr conservar las
condicione ideales de¢ Humedad relativa y Temperatura los cuales son factores
presentes en campo. El testigo bioldgico (Specitk®) muestra una reduccién
considerable de efectividad en el (2003) Soto tiene la misma tendencia de
disminucién al avanzar el tiempo de muestreo, pero sobre adultos de mosquita blanca
en hojas de melén, donde el bioinsecticida comercial fue Pae-sin® (P. fumosoroseus)
cuya composicion cuenta con P. fumosoroseus, diluyentes y protectores solares
(U.V.) después de dos aplicaciones reduce la densidad de adultos después de la
primera aplicacion, del 7.5 al 49.9 % con respecto a su testigo sin tratar. Debido a
que Specifik® causa mortalidad en diferentes estadios de desarrollo del insecto, que
se generan en un lapso de 48 a 72 h una vez que las esporas entren en contacto con el
insecto, comienza a partir de las 72 h, y existiendo las condiciones optimas de
humedad, el fabricante recomi¢nda varias aplicaciones, una segunda a partir de los 6
dias después de su aplicacién y las siguientes segin la disminucién de la plaga
(www . naturalmentepuresa.com visitada en 2005). Esto pudo ser la causa de
disminucién y la perdida de efectividad tan rapida.

La mezcla de Endosulfan + Rescate 20 PS presenta 31.76 % de ninfas
muertas al cuarto dia, lo que indica la perdida de efectividad en contra de B.
argentifolii sobre este cultivo (Tabla XI), como se menciono anteriormente la
aplicacion de insecticidas quimicos provoca el desarrollo de poblaciones resistentes,
debido a lo lento del proceso de infeccidn que se da con los bioinsecticidas, y a los
problemas que puede cavsar los productos quimicos a pesar de actuar més rapido, se
podria recomendar la unién de los dos productos como menciona Avila-Valdez
(2000) donde obtiene buenos resultados en el control B. tabaci sobre cultivos de
tomate, al unir una dosis de Endosulfan (1.0 dosis/ha) + B. bassiana (Bea—sin®) (1.0
L/ha), obtiene valores aritméticos similares a los biologicos, mostrando que se puede
utilizar el control quimico combinade con un insecticida bioldgico con buenos
resultados, con la ventaja de que se estid disminuyendo el volumen de ingrediente
activo del Endosulfan al 50 %.
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En el control de mosquita blanca se reporta la utilizacién de conidios
aéreos (Avilés,1995) como los propagulos de cultivo sumergido (Butt e al., 1999;
Wraight and Carruthers 1999; Wraight ef al., 2000); Mientras algunos autores como
Fargues et al., 1994 reportan las blastosporas de la cepa 32 de P. fumosoroseus
aplicadas en dosis de 3 x 10° propagulos/cm® son mas virulentas sobre Spodoptera
frugiperda que los conidios; Por otro lado Vandenberg et al., 1998 reportaron sin
diferencias significativas la virulencia de los comidios aéreos y blastosporas, en
bioensayos realizados en laboratorio con las cepas 4461, 4491, 4501 y 612
de P. fumosoroseus, aplicando dosis de 5 mL con 5 x 10° propagulos/mL sobre
adultos de Diaraphis noxia Mordvilko.

Lacey ef al., 1999 no encontraron diferencias significativas en la virulencia de
blastosporas y conidios aéreos de la cepa Pfr-42, que produjeron mortalidades de
68 y 59 %, respectivamente, aplicando 3.8 x 10? propagulos/cm? sobre ninfas de B.
argentifolii (Bellows & Perring); sin embargo, bajo condiciones similares, estos
autores encontraron que las blastosporas de la cepa P97 fucron significativamente
mas virulentas que sus conidios aéreos, reportando mortalidades de 77 y 27 %
respectivamente.

P. fumosoroseus ha tenido gran aceptacion dentro de la investigacion diversos
estudios reportan la efectividad de este hongo solo, 0 en combinacién con otros
elementos. Un e¢jemplo serd el uso de P. fumosoroseus a partir de cepas nativas
donde se reporta hasta un 70 % de control en poblaciones de mosca blanca de
invernadero (Sanchez, 1997), asi como en bioensayos, con mortalidades del 50 al
80% (Cammuthers ef al., 1993) su mayor aplicacion, sin embargo ha sido como
formulados comerciales, con porcentajes de control hasta del 90 % tanto en ninfas de
invernadero (Pérez et al., 1999) como en poblaciones de campo donde su uso tiende
a incrementarse (Gutiérrez et al., 1996).

De acuerdo al histonial de aplicacion quimica contra la mosquita blanca los
primeros toxicos usados fueron cianuro de sodio y €l cianuro de calcio (Morrill,
1905; Weigwl, 1925). Posteriormente Holdway, (1945) reporto como efectivos el
DDT a dosis de 20 % y la emulsiéon de aceite blanco comercial, Wilson, (1946)
utilizo aspersiones de DDT al 0.1 % y encontré que el insecticida fue efectivo
contra todos los estados inmaduros del insecto. Duarte menciona en (1956), que la
mosquila blanca era susceptible a los insecticidas organoclorados y
organofosforados, por lo que recomendé hacer e¢spolvorcos con una mezcla de
insecticidas DDT al 10 % con Paratién metilico al 2 % o este Gltimo mas Toxafeno al
20 %. En lo que se refiere a la zona algodonera del Soconusco Chiapas, el control de
la mosquita blanca s¢ realizaba con Paratidn etilico, pero después se¢ efectudé un
ensayo en el ciclo 1969-1970, resultando més prometedores el Carbaril, Fosfolan,
Monocrotofos, Naled y Oxidemeton metilico (Espinosa, 1970).
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Si se toma en cuenta este historial no deberia sorprendemos los
resultados obtenidos, por la poca efectividad del Endosulfan + Rescate 20 PS, donde
al tercer muestreo (Tabla XII) después de seis dias de la aplicacion logra 42.04 % de
mortalidad; Ademas se ha estimado que a nivel mundial el desarrollo de plagas
resistentes a pesticidas ha ido en aumento y en la actualidad se tienen
aproximadamente mil especies de organismos plaga que son inmunes a plaguicidas
quimicos (Wood et al., 2000).

Otro factor de la poca efectividad del Endosulfan pudo haberse dado segin
Pacheco 1990 citado por Nava et al, 2001 por lo siguiente; 1) Tanto los estadios
inmaduros como los adultos se localizan en ¢l envés de la hoja, encontrandose bien
protegidos de las aplicaciones convencionales, 2) los estados inmaduros son sésiles
(excepto el primer instar durante un periodo de tiempo corto), moviéndose alrededor
de la planta y no incrementan su exposicion a los téxicos, 3) el aumento de tolerancia
a los insecticidas por las ninfas grandes (susceptibilidad diferencial), 4) Y sobre todo
la capacidad de las mosquitas blancas de desarrollar rapidamente resistencia a la
mayoria de los grupos toxicologicos de insecticida; sefialado anteriormente.

Si se toma en cuenta el ciclo biolégico de B. argentifolii que se alcanza en un
rango de 18 a 31 dias; bajo las mismas condiciones de hospedero y temperatura de
desarrollo (Bethke, 1991). Y se compara con nuestros resultados, se debera resaltar
que al final de estudio solo se llevo acabo en un periodo de 8 dias, en los cuales se
logro reducir la poblacién de mosquita blanca, por consiguiente se podra tener
un conirol total al utilizar los mejores tratamientos de este, debido a que P.
Jumosoroseus cepa 612 solo tarda entre 48 y 72 h en germinar, como se observo
desde la primera fecha de muestreo después de 48 h de su aplicacidn apareciendo los
valores altos de infeccion, de esta forma se consigue reducir su ciclo biolégico.

71



