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ABSTRACT

Myco-insecticides are used to control agricultural pests without damaging the environment
and are prepared from conidia (infectious units) of entomopathogenic fungi (EF), as
Metarhizium anisopliae and Isaria fumosorosea, which are produced in solid-state culture
(SSC). The objective was to evaluate the different proportions of parboiled rice (PR) with
agro-industrials waste (texturizers), on the conidia production of entomopathogenic fungi in
SSC. The incorporation of texturizers mixed with rice, increased significantly (p<0.05) the
porosity (€) of the bed, with a linear correlation. For strain M. anisopliae, conidia
production (Ca) reached C, ~ 6x10° conidia per gram of initial dry rice (conidia/gidr), with
a porosity €= 0.43, using parboiled rice (PR) with wood chips (WC). Moreover, for strains
|. fumosorosea ARSEF3302 y CNRCB1, the production reached C, ~ 7x10° y 1x10™
conidia/gidr, respectively, with a range of porosity €= 0.39 to 0.45, using PR and corn
stover (CS). In conclusion, wood chips and corn stover can be used as texturizers agentsin
SSC, to modify the porosity, resulting in increased conidia production of entomopathogenic
fungi.

RESUMEN

Los micoinsecticidas se utilizan para e control de plagas agricolas sin deteriorar e medio
ambiente y son elaborados a base de conidios (unidad infectiva) de hongos
entomopatogenos (HE), como Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea, que se
producen en cultivo en estado sdlido (CES). El objetivo fue evaluar las diferentes
proporciones de arroz precocido (AP) con residuos agroindustriales (texturizantes), sobre
la produccién de conidios de hongos entomopatdégenos en CES. La incorporacion de los
texturizantes mezclados con arroz incrementd significativamente (p<0.05) la porosidad ()
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del lecho, con una correlacion lineal. Para M. anisopliae, se alcanz6 una produccion de
conidios (C) de Ca ~ 6x10° conidios por gramo de arroz seco inicial (conidios/gasi), con
una porosidad €= 0.43, utilizando arroz precocido (AP) con viruta de madera (VM). Por
otra parte, para las cepas de |. fumosorosea ARSEF3302 y CNRCB1, se alcanzé una
produccién de C, ~ 7x10° y 1x10™ conidios/gasi, respectivamente, con un intervao de
porosidad €= 0.39-0.45, utilizando APy rastrojo de maiz (RO). En conclusion, laviruta de
madera y €l rastrojo de maiz pueden ser utilizados como agentes texturizantes en CES,
para modificar la porosidad, puesto que, se incrementa la produccion de conidios de los
HE.

Keywords: Conidia, Solid-State Culture, Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae,
Porosity, Agro-industrials waste.
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1. INTRODUCCION

El desconocimiento y ma uso de plaguicidas quimicos afectan a todo € entorno,
provocando un desequilibrio en el ecosistema. De esta manera, € control bioldgico es una
herramienta sustentable, ecoldgica que bien operada evita esos desequilibrios reportados e
involucra la accién de organismos benéficos sobre organismos plaga (de Faria 'y Wraight,
2007). El control biolégico considera a los hongos entomopatdgenos, 1os cuales tienen la
capacidad de regular poblaciones de insectos considerados plaga en €l sector agricola. Los
hongos Isaria fumosorosea y Metarhizium anisopliae, tienen un amplio rango de
hospederos que pueden infectar, los cuales perjudican cultivos de gran importancia
econdémica en todo € mundo (Glare, 2004), ademas de que han sido inofensivos contra
organismos benéficos (Zimmerman 2007; Zimmerman 2008). Para producir estos hongos a
gran escala se requiere de unidades infectiva como los conidios aéreos, |os cual es suelen ser
producidos en cultivo en estado solido (CES) y da lugar a la produccién de conidios mas
resistentes a los factores abioticos comparado con e micelio y las blastosporas producidas
en cultivo liquido (Jackson et al., 2010). Por otro lado, es conocido que la actividad
agroindustrial genera una gran cantidad de lo que hasta ahora se ha declarado como
desechos, con importantes impactos negativos a medio ambiente, tales como generacion de
plagas, contaminacion de aguas, malos olores, entre otros (Barragan-Huerta et al., 2008).
Ante esta preocupacion, se ha despertado €l interés por aprovechar o que se habia
considerado desecho y enfocarlo como un residuo aprovechable en CES parala produccién
de nuevos productos. Por ésta razon, se propone utilizar la viruta de maderay € rastrojo de
maiz (residuos agroindustriales) como agentes texturizantes en CES, ya que se ha
demostrado que los texturizantes modifican |a porosidad del lecho de empaque y en
consecuencia la produccién de conidios (Angel-Cuapio et al., 2015). El objetivo de este
trabgo fue evauar diferentes proporciones de arroz con dos residuos agroindustriales
(viruta de madera y rastrojo de maiz) sobre la produccion de conidios de tres cepas de
hongos entomopatdgenos en CES.
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2. MATERIALESY METODOS
2.1. Microorganismosy propagacion

El estudio se realizo con tres cepas de hongos entomopatdgenos, obtenidas de la coleccion
de hongos del laboratorio de Enzimologia y Biologia Molecular de Hongos Filamentosos
de la Universidad Auténoma Metropolitana-1ztapalapa. Se utilizaron dos cepas de Isaria
fumosorosea y una de Metarhizium anisopliae. La cepa de |. fumosorosea CNRCB1
proporcionada por €l Centro Naciona de Referencia de Control Biologico (CNRCB)
(Tecomén, Colima, México), con clave CHE-CNRCB 303; y la cepa |. fumosorosea
ARSEF3302 obtenida del Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic
Fungal Cultures (ARSEF) (Ithaca, New York, U.S.A.). Ambas cepas se identificaron como
Isaria fumosorosea mediante la amplificacion de la region ribosomal usando los primers
ITS1y ITS (Integrated DNA Technologies, Coraville, 1A), con los nimeros de acceso en
el GenBank HM209049 y HM209050, para |. fumosorosea CNRCB1 y |. fumosorosea
ARSEF3302, respectivamente (Miranda-Hernandez et al., 2014). La cepa M. anisopliae
CP-OAX obtenida del Colegio de Posgraduados (COLPOS) (Texcoco, Estado de México).
Esta cepa fue identificada como Metarhizium anisopliae var. lepidiotum mediante la
amplificacion de la region ribosoma usando los primers ITS5 y ITS4b, con nimero de
acceso en € GenBank FJ876298 (Tlecuitl-Beristain et al., 2010). Las cepas fueron
propagadas por estria en Agar Dextrosa Sabouraud, ADS (Bioxon, México), se utilizaron
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo.

2.2. Condiciones de cultivo

El cultivo en estado sdlido se realiz6 siguiendo |a metodologia descrita por Angel-Cuapio
et al., (2015); la cual consistio en utilizar frascos de vidrio sin tapa como unidades
experimentales, con las siguientes caracteristicas: un volumen (v) de 80 mL, un diametro
interno (@i) de 5 cm y una atura (L) de 4.7 cm, en los cuales se pesd la materia solida. Se
utilizé arroz precocido (AP) como sustrato (Verde Vale™, Uruguay). Se utilizaron dos
residuos agroindustriales (RA): viruta de madera (VM) vy rastrojo de maiz (RO) como
agentes texturizantes. El arroz y los residuos agroindustriales fueron pasados en tamices del
No. 6, 7, 8, 10, 16 y 20; para experimentos posteriores, se seleccionaron particulas con 2
mm de ancho (tamiz No 10). Se probaron las siguientes mezclas de AP:RA expresadas en
porcentaje, con un total de 10 g de materia solida inicia (en peso seco) en cada frasco, las
proporciones fueron AP:RA (% peso/peso): 100-0, 90-10, 80-20 y 70-30. Se esterilizo a
121 °C durante 15 minutos a 15 PSI. El medio se inocul6 con 1 mL de una suspension de
conidios a una concentracion de 1x10’ conidios/mL. Se adicioné agua destilada estéril para
gustar la humedad inicial a 40%, en condiciones asépticas se mezclé con una espatula
estéril y todas las unidades experimentales (frascos) fueron colocados en un recipiente con
tapa hermética con las siguientes dimensiones. 26.6 cm x 11.5 cm x 20 cm, los
contenedores tienen vavulas de entrada y salida de aire, se incub6 a 28 °C con fotoperiodo
12:12 (h).

2.3. Conteo de conidios
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Se realizaron cinéticas de produccion de conidios durante 8 dias, para determinar la
produccion en cada mezcla de AP:RA se utilizaron 21 unidades experimentales para
realizar el conteo de conidiosy 3 unidades como control negativo (sin inoculo). Cada 24 h
se tomaron tres frascos por tratamiento (replicas), ademas otros experimentos se realizaron
en diferentes tiempos (tres experimentos). Los conteos de conidios se obtuvieron a partir de
los 10 g de materia solida inicia presente en cada frasco. De cada frasco se redlizd la
extraccion de los conidios utilizando los 10 g de materia sdlida contenida, la cua fue
transferida a un vaso de precipitados con ayuda de una espatula, los conidios fueron
cosechados adicionando un volumen correspondiente de una solucion de Tween 80 (0.05
%) (Amresco, Ohio, USA), se agité durante 10 min con un agitador magnético a 350 rpm
(Angel-Cuapio et al., 2015). Fue necesario adicionar diferentes volumenes de Tween 80
para cada una de las composiciones de AP:RA debido a que la altura del lecho aument6
conforme se incrementd el porcentge de texturizante en la mezcla; para los tratamientos
AP:VM (%): 100:0 y 90:10, se utilizaron 60 mL, mientras que para las mezclas AP:VM
(%)= 80:20 y 70:30, se utilizaron 70 y 80 mL, respectivamente. Andlogamente, para las
mezclas AP:RO (%): 100:0 y 90:10, se utilizaron 60 mL, mientras que para las mezclas
AP:RO (%)= 80:20 y 70:30, se utilizaron 70 y 90 mL, respectivamente. Después de agitar,
se filtrd con una gasa estéril de 10 x 10 cm para eliminar los solidos y asi obtener una
suspension de conidios, se realizaron diluciones y se contaron los conidios por medio de
una camara de Neubauer (Marienfield, Germany), con un microscopio (BOECO) y un
objetivo 40X. La produccién de conidios (C,) se reportd como conidios por gramo de arroz
seco inicia (conidios/gasi).

2.4. Porosidad

Para evaluar la porosidad se sigui6 |la metodologia descrita por Angel-Cuapio et al., (2015),
se utilizaron frascos de vidrio cuyas caracteristicas fueron descritas anteriormente (seccion
2.2), en donde se pesaron 10 gramos de materia sdlida y se adiciond la cantidad de agua
para obtener e 40% de humedad inicial en cada mezcla de AP.RA (por triplicado).
Posteriormente cada frasco fue aforado con aceite mineral (REASOL®) para determinar la
fraccion de espacio vacio (g) que se calculd con la expresion descrita por Mitchell et al.,
(2006):

Donde, € es la fraccion de la porosidad (adimensional), Vt es e volumen total (mL), es
decir, es € volumen gque ocupa la muestra e incluye €l volumen de espacio vacio; Vmes €
volumen ocupado solo por lamuestra (mL); ladiferenciaentre Vt y Vm es el volumen vacio
(mL). ElI' volumen de espacio vacio fue estimado por € volumen de aceite minera
necesario para cubrir laalturadel lecho de empaque.
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2.5. Andlisis estadistico

Para los resultados de porosidad y produccion de conidios de las tres cepas estudiadas, se
utiliz6 una ANOVA de una via con la prueba de Tukey para la comparacién de todas las
medias, usando el software SPSS 13.0 (2004), con un o de 0.05,

3. RESULTADOS

La incorporacion de los residuos agroindustriales en mezclas con arroz incrementd
significativamente (p<0.05) la porosidad (€); en ambos residuos se encontro una correlacion
lineal cuyas ecuaciones y coeficientes de correlacion fueron, Y=0.0464* X+0.2807;
R?=0.858 y Y=0.0525*X+0.2178; R?=0.990, para rastrojo de maiz y viruta de madera,
respectivamente (Fig. 1.)
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Fig 1. Porosidad en mezclas de AP:VM (circulos) y en mezclas de AP:RO (triangulos). La
correlacion lineal esindicada como linea punteada.

Los perfiles de produccion de conidios de la cepa Isaria fumosorosea ARSEF3302 en
mezclas de AP:VM se muestran en la Fig. 2, se encontré que la mayor produccion de
conidios fue obtenida a los ocho dias de cultivo en las cuatro mezclas de AP:.VM y no se
encontré diferencia significativa (p>0.05) en los rendimientos obtenidos, con una
produccion promedio C, ~ 2x10° conidios/gasi. Por otro lado, a utilizar rastrojo de maiz
como texturizante se alcanzd la mayor produccion de conidios a los ocho dias (Fig. 3) sin
encontrarse diferencia significativa (p>0.05), por lo tanto & rendimiento promedio fue C, ~
6.5x10° conidios/gasi.
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Fig 2. Produccion de conidios de Isaria fumosorosea ARSEF3302, en mezclas de AP:VM.
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Fig 3. Produccion de conidios de Isaria fumosorosea ARSEF3302, en mezclas de AP:RO.

Para la cepa Isaria fumosorosea CNRCB1 se encontré en las mezclas de AP.:VM la
maxima produccién de conidios en ocho dias de cultivo para los cuatro tratamientos (Fig.
4), sin embargo, en las mezclas AP:VM= 100:0 y 70:30 se alcanzd la mayor producciéon C,
~ 7.5x10° conidios/gasi, por lo que no se encontré diferencia estadisticamente significativa
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(p < 0.05) entre estos tratamientos; mientras que en las mezclas AP:VM (90:10 y 80:20) la
produccion de conidios fue 0.6 veces significativamente menor (p < 0.05) con un
rendimiento de C, ~ 4.6x10° conidios/gasi y 5.4x10° conidios/gasi, respectivamente. Por
otro lado, cuando se utilizaron mezclas de AP:RO se encontrd la maxima produccion alos
ocho dias (Fig. 5), siendo los tratamientos AP:RO= 90-10 y 80:20 en los cuaes €
rendimiento fue més ato con un valor de C. ~ 1.3x10" conidios/gasi y 1.1x10™
conidios/gasi, respectivamente, se encontrd un incremento estadisticamente significativo (p
< 0.05) de 0.85 y 0.57 veces, respectivamente, sin embargo, con e tratamiento AP:RO=
70:30 no se encontrd diferencia significativa (p > 0.05) con lo obtenido en € tratamiento
AP:RO= 100:0 (Ca ~ 7x10° conidios/gasi).
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Fig. 4. Produccion de conidios de Isaria fumosorosea CNRCB1, en mezclas de AP:VM.
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Fig. 5. Produccién de conidios de Isaria fumosorosea CNRCB1, en mezclas de AP:RO.

Los perfiles de produccién de conidios para la cepa de Metar hizium anisopliae CP-OAX en
mezclas de AP:VM se muestran en la Fig. 6, se encontré en los cuatro tratamientos la
maxima produccién de conidios en 6 dias de cultivo, en la mezcla 70:30 se obtuvo el mayor
rendimiento C, ~ 5.5x10° conidios/gasi, que indica un incremento de 1.75 veces siendo
estadisticamente diferente (p < 0.05), comparado con lo obtenido en la mezcla AP:VM:
100:0 (2x10° conidios/gasi). Por otro lado, un comportamiento similar fue observado en las
mezclas de AP:RO al encontrarse que la mayor produccién de conidios se alcanzé en € dia
6 y posteriormente disminuyo (Fig. 7). Sin embargo, en los tratamientos AP:RO: 80:20 y
70:30 se encontré € mayor rendimiento de C, ~ 4.7x10° conidios/gas que representé un
incremento de 0.88 veces siendo estadisticamente diferente (p < 0.05), alo encontrado en €l
tratamiento sin texturizante AP:RO: 100:0 (2.5x10° conidios/gasi).
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Fig. 6. Produccion de conidios de Metarhizium anisopliae CP-OAX, en mezclas de
AP.VM.
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Fig. 7. Produccion de conidios de Metar hizium anisopliae CP-OAX, en mezclas de AP:RO.
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4. DISCUSION

L os residuos agroindustriales fueron incorporados como agentes texturizantes para evitar la
compactaciéon del sustrato y con ello incrementar la porosidad (€) del lecho, tal como fue
propuesto por Angel-Cuapio et al., (2015). El impacto de estos texturizantes sobre la
produccion de conidios fue analizado. Para la cepa |. fumosorosea ARSEF3302, se
encontrd al utilizar mezclas de arroz con residuo agroindustrial, ya sea viruta de madera o
rastrojo de maiz, en la produccion de conidios por gramo de arroz no hubo diferencia
significativa (p>0.05), en comparacion con € control (mezcla 100:0). Este comportamiento
ya fue observado con Beauveria bassiana, con altas proporciones de texturizante (bagazo
de cafia de azlcar), es decir, se reduce la produccion de conidios por gramo de materia
sdlidatotal, sin embargo, no hubo diferencia significativa (p>0.05) cuando la produccion de
conidios fue reportada por gramo de salvado de trigo, substrato principa (Nufiez-Gaona et
al., 2009). En éste estudio, la cepade |. fumosorosea crecid principa mente sobre |os granos
de arroz (el arroz fue € Unico substrato), ni crecimiento o conidiacion fue observado sobre
las particulas de los residuos agroindustriales, tal como ha sido reportado por otros autores
(Arzumanov et al., 2005; Angel-Cuapio et al., 2015). Esto posiblemente se debe a la bgja
produccion de enzimas lignocel uloliticas requeridas para hidrolizar los componentes de los
residuos agroindustriales estudiados. Los resultados obtenidos con las cepas de Isaria
fumosorosea parecen apoyar que los valores de porosidad obtenidos con viruta de madera
son los menos favorables para la produccion de conidios comparado con los valores
obtenidos a utilizar rastrojo de maiz, mientras para la cepa de Metarhizium anisopliae le
favorece la fraccion de espacio vacio obtenida con rastrojo de maiz.

L os resultados obtenidos en esta investigacion paralas cepas |. fumosorosea ARSEF3302 y
CNRCB1, han sido en un intervalo de C, ~ 2x10° a 6x10° conidios/gasi y de C, ~ 8x10° a
1x10% conidios/gasi, respectivamente. Sin embargo, se ha reportado la produccién de
conidios de cepas Isaria fumosorosea del orden de 1x10° conidios por gramo de substrato
solido inicial (Kim et al., 2010; Moura-Mascarin et al., 2010), y recientemente Angel-
Cuapio et al., (2015) reportaron una produccion de C, ~ 7x10° y 1x10° conidios/gasi, para
las cepas 1. fumosorosea ARSEF3302 y CNRCB1, respectivamente. Esto es un resultado
interesante, considerando que el método de produccién propuesto permitié la obtencion de
altos rendimientos mediante el aprovechamiento de residuos agroindustriales como agentes
texturizantes en cultivo en estado sdlido y por consiguiente la elaboracion de productos de
interés comercial, tal como fue reportado recientemente por Angel-Cuapio et al., (2015), a
incorporar lirio acuatico como texturizante se modificod la porosidad del lecho de empaque
y con €llo se incrementd |a produccidn de conidios de dos cepas de Isaria fumosor osea. Por
otra parte, la produccion obtenida en esta investigacion para la cepa de M. anisopliae CP-
OAX fue en promedio de C, ~ 5x10° conidios/gasi, considerada baja comparado con otros
reportes realizados en cultivo en estado solido con cepas de M. anisopliae, se han obtenido
rendimientos entre 1x10° y 2x10™ conidios por gramo de sustrato seco inicial, tanto con
diferentes cepas de M. anisopliae como sustratos (Arzumanov et al., 2005; Dorta & Arcas,
1998). No obstante, se recomienda utilizar € sistema de produccion propuesto, empleando
residuos agroindustriales como texturizante, debido a que resultd ser una aternativa
novedosa, ya que al modificar la porosidad del lecho de empaque la produccion de conidios
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se incrementé desde 0.6 hasta 3.3 veces. Por otro lado, debido a que no se encontrd
crecimiento ni conidiacion en las mezclas AP.VM (0:100) y AP:RO (0:100),
probablemente se debié a que las cepas estudiadas tiene una capacidad limitada para
producir enzimas lignocelulaliticas, que le permitan degradar la lignina y aprovechar la
viruta de madera y € rastrojo de maiz como fuente de nutrientes;, tal como ha sido
reportado en otras investigaciones para hongos entomopatégenos (Arzumanov et al., 2004,
Angel-Cuapio et al., 2015).

Como parte complementaria y una perspectiva, se recomiendan hacer pruebas de calidad
como la germinacion y viabilidad (Borman et al., 2006 Ibrahim et al., 2002), asi como las
pruebas de infectividad (Fang et al., 2009), que reflgjan la efectividad de los conidios
producidos en CES. La viruta de madera y € rastrojo de maiz pueden ser utilizados como
agentes texturizantes en cultivo en estado sdlido, para modificar la porosidad del lecho de
empague y en consecuencia, incrementar la produccion de conidios de los hongos
entomopatogenos estudiados.
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