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William Rivera Méndez*

RESUMEN

Ante la problematica de la contaminacion y los riesgos a la salud ocasionados por el
uso irracional de pesticidas surgio la opcion del control biolégico de plagas como
sistema de produccion sano y ecolégicamente equilibrado. La gran demanda de
productos organicos ha provocado la llegada de productos de control organico. En
nuestro pais el Instituto Nacional de Aprendizaje ha desarrollado una serie de
productos de este tipo y se ha iniciado un proceso de control de calidad de los
mismos. El objetivo fundamental de este proceso es aplicar normas internacionales
de calidad de bioproductos producidos por fermentacion en sustrato solido, con el fin
de brindar un producto a los capacitados del Instituto y al productor en general. Para
esto se ha realizado una revision del proceso de produccion, asi como pruebas de
concentracion, pureza, efectividad y germinacion in vitro. Los resultados obtenidos en
todas las pruebas confirman la alta calidad de estos productos y los colocan en un
nivel semejante a los producidos en paises potencias del control biolégico como
Cuba, Colombia, Australia, Espafia, Alemania y Ucrania. Este trabajo es
considerado un primer paso de estandarizacion de métodos y estandares con el fin
de desarrollar la implementacion a corto plazo de un sistema de calidad que permita

la certificacion del laboratorio.

Palabras clave: control bioldgico, control de calidad, bioproductos, microorganismos,
hongos, entomopatdégeno, antagonista.

o Informe de Practica de Especialidad, Escuela de Ingenieria Forestal, Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 1999.



CONTROL OF QUALITY IN THE PROCESS OF PRODUCTION OF
ENTOMOPATOGENIC AND ANTAGONISTIC FUNGI BY MEANS OF
FERMENTATION IN SOLID SUSTRATE

William Rivera Méndez *

ABSTRACT

In the face of the problem of the contamination and the risks to the health caused by
the irrational use of pesticides the option of the biological control of plagues arose as
healthy and ecologically balanced production system. The great demand of organic
products has caused the arrival of products of organic control. In our country the
National Institute of Learning (INA) has developed a series of products of this type
and a process of control of quality of the same ones has begun. The fundamental
objective of this process is to apply international norms of bioproductos quality taken
place by fermentation in solid substrate, with the purpose of offering a product to
those qualified of the Institute and to the producer in general. For this has been
carried out a revision of the production process, as well as concentration tests, purity,
effectiveness and germination in vitro. The results obtained in all the tests confirm the
high quality of these products and they place them in a level similar to those taken
place in countries powers of the biological control as Cuba, Colombia, Australia,
Spain, Germany and Ukraine. This work is considered a first step of standardization
of methods and standard with the purpose of developing the short term

implementation of a system of quality that allows the certification of the laboratory.

Keywords: biological control, control of quality, bioproducts, fungi, entomopathogenic,
antagonic.

Inform of Practice of Specialty, School of Biology, Instituto Tecnoldégico de Costa
Rica, Costa Rica. 1999.
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INTRODUCCION

La revolucién verde trajo consigo muchos progresos en la produccién agricola
logrando convertirse en un freno de las hambrunas en muchas partes del
mundo; no obstante también provocd impactos negativos, en especial a la

salud humana vy al equilibrio de los ecosistemas.

De esta manera nace el control biolégico como una alternativa de produccion
amigable con el ambiente y con la salud humana. Si bien para igualar los
rendimientos obtenidos con el control quimico hace falta todavia mucha
investigacion, se ha logrado avances impresionantes en especial en el campo

de la agroecologia y el manejo de la microfauna.

Con la ampliacién del mercado para los productos agricolas organicos y con los
precios mas atractivos que estos adquieren en paises desarrollados ha surgido
un enorme interés por desarrollar insumos de control biolégico que sean
efectivos y no presenten problema a los productores que deseen certificar sus
fincas como “organicas”. Inspirados por el afan comercial una gran variedad de
compafiias nuevas Yy tradicionales del mercado internacional de pesticidas han
logrado ofrecer algunos productos de este tipo y se encuentran en la fase de

investigaciéon de otros mas.

En nuestro pais algunas instituciones o empresas han intervenido con éxito en
la difusion de estas nuevas tecnologias organicas, y INA, especificamente en
el Laboratorio de Fitoproteccion del Centro Nacional Especializado en
Agricultura Organica se ha dado a la tarea de capacitar productores en la

t

elaboracién y manejo de estos biopesticidas.
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Con el fin de asegurar una buena calidad en sus productos y llevar a cabo un
eficiente programa de transferencia tecnoldgica el INA ha introducido sus
productos a controles de calidad comparables a los realizados en distintas
partes del mundo. No obstante hasta el momento en el pais no se han
establecido ni registrado metodologias concretas y detalladas que conlleven a

un eficiente proceso de control de calidad de este tipo de nuevos productos.

El presente informe detalla los aspectos técnicos, tecnoldgicos y cientificos de
las pruebas de calidad mas importantes y significativas realizadas a nivel de
laboratorio en paises lideres en cuanto a produccion organica adaptadas a las
condiciones y necesidades de nuestro pais, a saber; pruebas de concentracion,
pureza, viabilidad y efectividad in vitro. Todo esto con miras de optimizar
metodologias y procedimientos, ademas de establecer estandares y patrones
de comparacion definidos. Todo lo anterior permitira realizar a futuro una
implementacion de herramientas de calidad que permitan obtener Ia
certificacién del laboratorio y continuar en la vanguardia en educacion técnica

y tecnoldgica que hasta el momento el INA ha desarrollado.

1

12



OBJETIVOS

Objetivo General:

Aplicar variables y estandares internacionales en la produccion de bioproductos

para controlar la calidad de la produccién de hongos entomopatdégenos y

antagonistas fabricados mediante fermentacién en sustrato solido en el

Laboratorio de Fitoproteccion del INA.

Objetivos especificos:

1-

Optimizar el diagrama de flujo del proceso de produccion de hongos
entomopatogenos y antagonistas, en el Laboratorio de Fitoproteccion del
INA en la Chinchilla de Cartago.

Determinar la pureza del producto final mediante pruebas de

caracterizacion morfologica del hongo y de posibles contaminantes.

Estimar la concentraciéon del microorganismo en el producto final

mediante conteos de conidios con el hematocimetro.

Determinar la viabilidad de los hongos en el producto final a través de

pruebas de germinacion y resistencia in vitro.
Evaluar la eficacia del producto microbiano terminado examinando

factores como la mortalidad, la parasitacién y la relacion mortalidad —

parasitacion, a través de pruebas in vitro para entomopatogenos y para

t

el hongo antagonistas.
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1-REVISION DE LITERATURA

1.1 CUESTIONAMIENTOS A LA REVOLUCION VERDE

La agricultura, técnica sobre la que se ha asentado el desarrollo de las
civilizaciones y la supervivencia de la humanidad, nos plantea ahora el enorme
reto de poder brindarle el sustento a la creciente poblacién mundial y a la vez

disminuir los impactos ambientales negativos y los efectos a la salud humana.

Ese reto a logrado orientar el quehacer humano en la busqueda de métodos
mas eficientes de produccion, aumentando los rendimientos y protegiendo los
cultivos. No obstante se han descuidado otros factores que han resultado
enormemente perjudicados por las técnicas desarrolladas. Testimonio de esto
lo constituye la degradacion del ambiente a causa del empleo de quimicos de
gran potencial destructivo y contaminante, y los danos irreparables en la salud
de los trabajadores y personas que se han puesto en contacto con estos

pesticidas.

La revolucion verde impulsada en la década de los sesentas fue uno de los
procesos por los cuales se traté de acelerar el crecimiento del sector agricola
en todo el mundo. Bajo esa terminologia se noté un progreso en los
rendimiento de los cultivos alimenticios de mayor importancia a nivel mundial,
en especial del arroz, trigo y maiz (FAO, 2000). Los rendimientos alcanzados
en paises como los asiaticos ayudaron a su poblacién a lograr la
autosuficiencia alimentaria y los convirti6 en base a los excedentes de

produccion en exportadores de alimentos y materia prima.
Este proceso se caracterizé por la introduccién en los campos de cultivo de

variedades muy homogéneas y mejoradas en forma de semillas, de

instrumentos mecanizados de siembra y recoleccidén de cosechas, asi como de

1

preparacion de los terrenos.
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Otra de las principales caracteristicas de dicho movimiento fue el uso intensivo
de compuestos quimicos en forma de pesticidas vy fertilizantes que lograban
proteger los productos en sus desequilibrados ecosistemas de monocultivo
(Guardina, 1989).

Los alcances reales de la revolucibn verde son muy cuestionados y
actualmente se plantea la inquietud de cuan favorable resulté en relacion a
cuantos problemas pretendié resolver y cuantos problemas ha
generado(Altieri, 2001). Dentro de sus alcances se puede mencionar el que
durante los ultimos 50 afos de produccion agricola los rendimientos promedio
a nivel mundial han sido 1,6 veces mayores que los rendimientos obtenidos
hasta 1950 (FAO,2000). Ademas se logro evitar y reducir hasta cierto punto las
hambrunas originadas por la Segunda Guerra Mundial y las catastrofes
naturales. La revolucién verde ofrecié las primeras luces a la humanidad de
que el hambre en el mundo es un proceso que se puede detener y que tiene
su origen en la distribucion y disponibilidad de alimentos y no tanto en la
cantidad de alimento producido(FAO,2000 y Altieri, 2001).

Pese a las soluciones que brindo la revolucion verde; se deben destacar una
serie de factores originados por esta que han resultado en impactos negativos
para el planeta. Entre dichos factores se pueden mencionar la resistencia
desarrollada por insectos y microorganismos contra los agroquimicos, el dafio
de los pesticidas al medio ambiente y a la salud humana y animal, uso
indiscriminado de las fuentes de agua, erosién genética en los principales
cultivos mundiales a causa de la mejora de variedades y abandoné por parte
de los agricultores de variedades nativas, mayor empobrecimiento en las zonas
del mundo en que la revolucidn no pudo ser implantada, dependencia a la
fertilizacion quimica, erosion del suelo y una baja sensible en la cantidad de
materia organica del suelo. Los ecosistemas agricolas, hasta 1950
caracterizados como diversos, pasaron a ser en mayoria monocultivos de fragil
base ecoldgica a merced de plagas, enfermedades y malezas. Los dafos

provocados por los plaguicidas explican la importancia del control biolégico

1

15



1.2 CONTROL QUIMICO

1.2.1 GENERALIDADES DE LOS PLAGUICIDAS

Los pesticidas o plaguicidas son sustancias quimicas destinadas a matar,
repeler, atraer, regular o interrumpir el crecimiento de plagas. El uso de
pesticidas se masificO a partir de la segunda guerra mundial y esta
estrechamente vinculado con los cambios introducidos en los modelos de
produccion y cultivo que duplicaron la productividad de la agricultura respecto
al resto de la economia. Los plaguicidas por si solos son responsables de al
menos el 30% de ese aumento de produccién. El primer plaguicida utilizado en
los anos '40, el DDT, fue presentado al mundo como la solucion para todas las
plagas. Su facilidad de obtencién y aplicacién, la rapidéz de sus resultados y su
costo reducido extendieron rapidamente su uso indiscriminado, sin sospechar

los efectos negativos sobre los seres vivos y el ambiente (UNA, 1999).

A nivel doméstico y para el control de insectos se ha extendido el uso de los
piretroides, derivados sintéticos de un insecticida natural extraido del
crisantemo. Actualmente, ademas de los insecticidas, integran los plaguicidas
compuestos de acciones muy variadas, como los herbicidas, funguicidas,

rodenticidas y reguladores de crecimiento, entre otros.

Aunque resulta innegable que los pesticidas han beneficiado la produccién
agricola y el combate de enfermedades humanas y animales, como la malaria,
la fiebre amarilla, el dengue y numerosas parasitosis externas e internas, el uso
continuo y desaprensivo de agrotéxicos y la ausencia de normas efectivas de
prevencion, determinaron la aparicion de problemas que inciden sobre la salud
humana y la supervivencia de numerosas especies. Hoy en dia la enorme

variedad de estos compuestos puede ser resumida a manera de cronologia en

1

el siguiente cuadro:
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Tabla 1. *Desarrollo temporal y clasificacion de los plaguicidas.

*Fuente: Stephenson y Solomon, 1993. Tomado de

Periodo Tipo de compuesto | Fuente Caracteristicas
1800-1920 Primeros plaguicidas | Quimica organica, Con frecuencia,
organicos, productos derivados | carecen de
nitrofenoles, de la elaboracion de | especificidad y
clorofenoles, gas de carbdn, etc. eran toxicos
creosota, naftaleno,
aceites de petréleo
1945-1955 Productos organicos | Sintesis organica Persistentes,
clorados, DDT, buena selectividad,
HCCH, ciclodien. buenas
Clorados propiedades
agricolas,
resistencia, efectos
ecolégicos nocivos
1945-1970 Inhibidores de la Sintesis organica, Menor
colinesterasa, buena utilizacion de persistencia, cierta
compuestos las relaciones toxicidad para el
organofosforados, estructura-actividad usuario, algunos
carbamatos problemas
ambientales
1970-85 Piretroides sintéticos, | Perfeccionamiento de | Cierta falta de
avermectinas, las relaciones selectividad,
imitaciones de las estructura-actividad, |resistencia, costos
hormonas juveniles, |nuevos sistemas de |y persistencia
plaguicidas bioldgicos | seleccion de objetivos | variable
1985- Organismos Transferencia de Posibles
obtenidos por la genes para problemas con
ingenieria genética plaguicidas biolégicos | mutaciones y
a otros organismos y | fugas, perturbacion
a plantas y animales | de la ecologia
beneficiosos. microbiolégica,
Alteracion genética monopolio de los
de las plantas productos
Microsoft Word

www.fao.org/docrep/W2598S/w2598s06.htm

1.2.2 CONSUMO EXAGERADO DE AGROQUIMICOS

Segun estimaciones realizadas por la FAO en la década de 1950 se usaron en
todo el mundo un total de 17 millones de toneladas de fertilizante, pero en la
década de los 90’s esta cifra se incrementd ocho veces. Ademas se tiene en la
actualidad un total de 80 compuestos activos para los insecticidas, 100 en los
funguicidas y 150 en los herbicidas que son mezclados para formular una

enorme cantidad de productos comerciales que varian en su nivel toxicolégico

(FAO, 2000).
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En nuestro pais el consumo de agroquimicos ha experimentado una tendencia
que en forma general se puede resumir como ascendente, con lo cual los
efectos secundarios que estos producen también se han visto aumentados. El
aumento en el uso de estas sustancias tiene varias causa entre las que
sobresalen la expansion de tierras dedicadas a monocultivos de diferentes
especies de palma aceitera, banano, café, palmito, flores, pifia, y otra gran
variedad de productos agricolas que se destinan al mercado nacional e

internacional (Auge, 1976).

Otras causas importantes son las aplicaciones innecesarias cuando los niveles
de la plaga son controlables por el mismo ecosistema, aplicaciones fuera de
tiempo, dosis mayores a las recomendadas en un area menor a la
recomendada, y aplicaciones bajo condiciones climaticas no adecuadas
(Salmeron, 1977). En el siguiente cuadro se ilustran las importaciones totales

de agroquimicos hasta 1998.

Tabla 2. Importacion total de agroquimicos en Costa Rica (en miles de kilogramos y

litros) entre 1991 a 1998.

ANO PLAGUICIDAS FERTILIZANTES OTROS
1991 6.438,5 267.271,1 330,2

1992 10.291,5 285.079,6 499,5

1993 13.770,4 298.467,6 72.491,6
1994 10.139,8 235.908,6 191.363,1
1995 32.392,1 364.175,5 112.744,5
1996 60.886,1 458.149,5 24.312,9
1997 132.130,0 534.544,2 9.821,0
1998 25.939,4 407.224,9 19.842,6

Microsoft Word

*FUENTE: 1991: Informacion suministrada por la Camara de Insumos Agropecuarios, con base
en datos de la Camara de Insumos Agropecuarios y la Direccion de Sanidad Vegetal del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia.

1992-1998: Informacion suministrada por la Cadmara de Insumos Agropecuarios, a partir de la

base de datos de Ventanilla Unica de COMEX.
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1.3 EFECTOS DEL USO DE AGROQUIMICOS

1.3.1 EFECTOS EN LA SALUD HUMANA

Simultdneamente con el aumento del uso de plaguicidas, crecieron
significativamente los accidentes y enfermedades asociadas. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, anualmente se intoxican dos millones de
personas por exposicion directa o indirecta a plaguicidas. De ese total, las 3/4
partes de afectados pertenecen a los paises subdesarrollados, donde
unicamente se utiliza el 25% de la produccion mundial de plaguicidas
(OliveraBravo, 2000).

El contacto con pesticidas y su entrada al organismo -a través de la piel, la
respiracion y/o por ingestion- se produce por exposicién laboral y en el hogar
debido a usos y aplicaciones incorrectos, falta de medidas preventivas y de
proteccion, almacenamiento inadecuado, reutilizacion de envases (comederos
de animales, almacenamiento y traslado de agua) y fumigaciones aéreas.
Segun las estadisticas oficiales manejadas por el Ministerio de Salud el numero
de intoxicaciones por pesticidas en nuestro pais aumenta en forma general afio
tras afno, esto se pone en evidencia al observar el comportamiento de las
intoxicaciones desde 1987, hasta 1999 (Ministerio de Salud, 1993).

t
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Tabla 3. *Intoxicaciones reportadas por plaguicidas en Costa Rica: 1987- 1999.

Afo Numero de intoxicaciones
1987 193

1988 346

1989 267

1990 321

1991 335

1992 489

1993 526

1994 670

1995 1130

1996 694

1997 920

1998 n.d.

1999 633

Microsoft Word

*Fuente: Ministerio de Salud. Departamento de Estadisticas. 1993.

Los efectos indeseados producidos dependen del pesticida, la dosis, la via y el
tiempo de exposicion. Los efectos agudos (vomitos, diarrea, aborto, cefalea,
somnolencia, alteraciones del comportamiento, convulsiones, coma, muerte)
estan asociados a accidentes donde una unica dosis alta es suficiente para
provocar los efectos que se manifiestan tempranamente. Los cronicos
(canceres, leucemia, necrosis de higado, malformaciones congénitas,
neuropatias periféricas, a veces solo malestar general, cefaleas persistentes,
dolores vagos) se deben a exposiciones repetidas y los sintomas o signos
aparecen luego de un largo tiempo (hasta afios) de contacto con el pesticida,
dificultando su deteccién. Dado que su biotransformacion es muy lenta, los

pesticidas provocan efectos acumulativos en las personas expuestas.
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Segun la Conferencia Internacional Sobre el Uso de Pesticidas en Paises en
Desarrollo realizada en 1998, en todo el mundo se ha reportado un aumento de
enfermedades ligadas al uso inadecuado y excesivo de plaguicidas para
proteger los cultivos base de la economia de cada uno de los paises
mencionados. Se reportaron entre otros danos los siguientes: enfermedades
neuroldgicas de diferente indole, cancer de pulmén, de colon, de estdmago,
cancer gastrico, ulceraciones en la piel, esterilidad, intoxicaciones mortales
,cardiopatias, derrames cerebrales, cancer de eso6fago, hipertension arterial,
etc. El rango de dainos reportados corre por todo el orbe, pero los problemas se
acenttian en Africa, Asia y América Latina, donde el subdesarrollo tiene su
cuna. No obstante en los paises desarrollados los efectos no se han dejado de
sentir y la preocupacion por los efectos de los agroquimicos no es menos

importante.
1.3.2 EFECTOS ECOLOGICOS DE LOS PLAGUICIDAS

Aunque los pesticidas han sido disefiados para ofrecer una alta especificidad
de accion, su uso genera innumerables efectos indeseados como la
generacion de organismos resistentes, la persistencia ambiental de residuos
téxicos y la contaminacion de recursos hidricos, con degradacion de la flora y
fauna. Al aparecer resistencia en la especie a combatir se requiere el
incremento de las cantidades necesarias de pesticida o la sustitucion por
agentes mas toxicos para lograr controles efectivos. Los organoclorados son
un ejemplo de persistencia ambiental pues permanecen en los suelos sin

degradacion significativa hasta 30 afios después de aplicados.
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Esa permanencia favorece la incorporacion a las cadenas tréficas y la
acumulacién en los tejidos grasos humanos y animales. Aunque los
organoclorados se utilizan escasamente desde los afios 80, en nuestro pais
aun se detectan sus residuos en tejidos vivos. Asimismo, la aplicaciéon
sistematica de plaguicidas altera los equilibrios existentes en las cadenas
troficas normales al causar la desaparicion o disminucion de los enemigos
naturales de distintas plagas, de descomponedores de materia organica, de
incorporadores de nitrégeno y de otras especies vitales para el ambiente como
por ejemplo los polinizadores. Ademas de destruir recursos genéticos y
farmacolégicos conocidos y otros aun no descubiertos, el empobrecimiento de
la biodiversidad puede conducir a la proliferacion de las especies antagdnicas
de aquellas extinguidas, provocando nuevos desequilibrios ecoldgicos y
nuevas plagas. Un efecto adverso adicional proviene de los envases y
contenedores vacios. Pese a que en nuestro pais existen normativas para su
eliminacion como el triple lavado entre otras, frecuentemente se realiza la
incineracion a cielo abierto sin tener en cuenta que algunos productos al ser
expuestos al calor desprenden dioxinas cuya toxicidad es ampliamente mayor
que el agrotoéxico original. Los factores mencionados forman un ciclo cerrado

que se retroalimenta y refuerza profundizando los efectos adversos.

Aunque los plaguicidas tienen sin duda efectos en la superficie terrestre, el
principal dafo es la contaminacion del agua por la escorrentia de los
plaguicidas. Los efectos ecoldgicos de los plaguicidas (y otros contaminantes
organicos) son muy variados y estan con frecuencia interrelacionados. Se
considera que los efectos producidos en los organismos y en el medio
ambiente constituyen una advertencia de las posibles repercusiones en la
salud humana. Los principales tipos de efectos son los que se enumeran a
continuacién y varian segun el organismo sometido a investigacion y el tipo de
plaguicida. Los distintos plaguicidas provocan efectos muy diferentes en la vida
acuatica, por lo que es dificil formular afirmaciones de alcance general. Los

efectos ecologicos de los plaguicidas van mas alld de los organismos

t

individuales y pueden afectar a los ecosistemas.
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Jonsson y colaboradores (citado por Olivera Bravo, 2000) informan que el
continuado descenso de la poblacién de perdices suecas esta vinculada a los
cambios en el aprovechamiento de la tierra y a la utilizacion de medios
quimicos de lucha contra las malas hierbas. Estos ultimos tienen el efecto de
reducir el habitat, disminuir el numero de especies de malas hierbas y
desplazar el equilibrio de especies en la comunidad vegetal. Los estudios
realizados en Suecia revelan también la influencia de los plaguicidas en la
fertilidad de los suelos, incluyendo la inhibicibn de la nitrificacién con la
consiguiente merma de la fijacion de oxigeno por las plantas (www.fao.org). En
esos estudios se indica también que los plaguicidas influyen negativamente en
los microorganismos del suelo que son causantes de la degradacion
microbiana de la materia vegetal (y de algunos plaguicidas) y de la estructura
del suelo. Los plaguicidas se incluyen en una gran variedad de
microcontaminantes organicos que tienen efectos ecoldgicos. Las distintas
categorias de plaguicidas tienen diferentes tipos de repercusion en los

organismos Vivos, por lo que es dificil hacer afirmaciones generales.

El uso de plaguicidas y su introduccion dentro de los ecosistemas a través de
las cadenas tréficas logra completar un ciclo que pone en riesgo el delicado
equilibrio del maximo ecosistema: la biosfera entera. Estas alteraciones y su
ciclo dentro de los ecosistemas es evidenciada en la siguiente figura tomada
de Olivera Bravo (2000).

Herbicidas
Fungicidas
Acaricidas

SLIELC Sop
O rganismos gue
wiven em el suaelo

Organismos acuaticos

Microsoft Power Point
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Figura 1. Persistencia de los plaguicidas dentro de los ecosistemas.
1.4 CONTROL BIOLOGICO

Dadas las repercusiones que han producido los pesticidas, mucha gente
alrededor del mundo se ha encaminado hacia una busqueda de opciones para
la agricultura ambientalmente sostenibles y humanamente saludables, sin
olvidar la proteccion de los cultivos y la tarea de aumentar los rendimientos de

produccion para un futuro.

Dentro de las opciones presentadas con este fin sobresalen el uso de
organismos transgénicos y los avances en el control biolégico de manera
individual o como parte de una estrategia del control integrado de plagas
(CATIE, 1989). No obstante que la tecnologia ha permitido poner en boga el
tema de los productos transgénicos la verdad es que ante los ojos de los
consumidores y de muchos investigadores estos productos no han
demostrado su seguridad vy los rendimientos asombrosos que las compaiias
impulsoras de estos productos prometieron (Altieri, 2001). La controversia
generada ha permitido volver a colocar al frente de la investigacion los
conocimientos de control biolégico y el uso de microorganismos dentro de este
como parte de una estrategia sana de produccion y proteccion vegetal (CATIE,
1989).

1.5 ELINAY LOS BIOPRODUCTOS

Como parte de ese interés en la investigacion de soluciones agroecoldgicas a
los problemas de plagas y enfermedades de los cultivos el INA en su Unidad
Especializada en Agricultura Organica construydé un Laboratorio de

Fitoproteccion para solventar la problematica de la falta de informacién para

t

agricultores y productores organicos (Obregoén, 2002).
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Actualmente el laboratorio como parte de sus programa de transferencia
tecnoldgica brinda 6 productos a base de hongos y 2 a base de bacterias. Los
productos fungicos se encuentran clasificados como antagonistas o como
entomopatoégenos. Los hongos antagonistas son aquellos que presentan
reacciones de ataque contra otros hongos patdégenos de vegetales (Obregdn,
2002). Los hongos entomopatdégenos son los que atacan insectos plagas y
logran su muerte a través de enfermedades en el sistema nervioso por la
produccion de toxinas y el crecimiento del hongo dentro del cuerpo del insecto
(Acufia, 1998).

No obstante los buenos resultados que se han logrado con la aplicacion de
estos productos, en nuestro pais no existen parametros de produccién que
sean controlados para asegurar la calidad del producto que llega a manos de
los agricultores como lo existe en otros paises que han tenido experiencias en
el control biologico. La necesidad de medir y asegurar la calidad de estos
productos es una de las metas propuestas por el personal del laboratorio, para
lo cual se usaran los modelos mas desarrollados en cuanto a proteccion
vegetal en Latinoamérica; Cuba, Colombia y México, ademas de modelos de
produccion europeos y de Norteamérica (Rogg y Tovar, 1998; MAG-INIFAT,
1996; INIFA, 1993; Conway, 1984; Tamara Ltd., 1989). El control de calidad de
productos biolégicos sale un poco fuera del campo del control de calidad de
cualquier producto tradicional por lo cual es importante usar las variables
establecidas por investigadores y paises con mas experiencias en este campo.
El compromiso del INA con la investigaciéon vy la extensién del conocimiento

generado es asegurado mediante el control de la calidad del producto que pone

1

a disposicion del agricultor nacional.
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1.5.1 DESCRIPCION DE LOS HONGOS QUE PRODUCE EL INA

El Laboratorio de Fitoproteccion se encuentra en la produccion de 6 hongos
divididos en 4 hongos entomopatdégenos y dos hongos antagonistas. Los
hongos entomopatdgenos producidos son: Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Paecelomyces lilacinus, Verticilllum lecanii. Los hongos
antagonistas producidos son del género Trichoderma. El proceso productivo es

en sus etapas basicas el mismo para todos (Obregon, 2002).

t

26



Beauveria bassiana (Balls)

Es quiza dentro del control biolégico el hongo mas estudiado y utilizado en el
mundo. En general tiene una apariencia blanca cremosa y polvorienta en las
placas en el laboratorio y sobre los insecto muertos y parasitados. Es un
hongo imperfecto, clasificado en la subdivision Deuteromycotina, de la clase de
los Deuteromycetes o Hyphomycetales que crece bien a temperaturas entre los
23 a 28 °C y a un 90% de humedad relativa (Rogg y Tovar, 1998). Se ha
documentado que ataca a mas de 500 insectos. Se utiliza en especial para
controlar plagas en café, banano, cafia de azucar y hortalizas. Investigaciones
del Centro Nacional Especializado en Agricultura Organica ponen en evidencia
que puede atacar insectos domeésticos como cucarachas, termitas, chinches
transmisores del mal de Chagas y babosas (Obregén, 2002).

En el mercado mundial existen varias formulaciones comerciales en las que el
hongo se presenta en forma de mezclas de conidios en polvo con talcos,
conidios en medios liquidos, conidios en sustrato sdélidos como el arroz
(Obregdn, 2002).

Metarhizium anisopliae (Metch) Sorok.

Es un hongo imperfecto, clasificado en la subdivision Deuteromycotina, de la
clase de los Deuteromycetes o Hyphomycetales. Tiene una apariencia de color
verde oliva y polvorienta en las placas en laboratorio y en los insectos muertos
y parasitados. Crece bien a temperaturas entre los 25 a 27 °C a una humedad
relativa del 90% (Obregon , 2002). Los insectos que controla son
aproximadamente 40 tipos de abejones (Scarabaidae), 20 tipos de larvas de
mariposa, la mosca blanca Bemisia tabaci , cucarachas, termitas, barrenadores
de la cana de azucar, garrapatas y cochinilla blanca del helecho
(www.postgrad.cheque.ug.edu.au). Existen formulaciones de los conidios en

polvo o en liquido de diferentes casas comerciales y centro de investigacion.
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Verticillium lecanii (Zimm)

Es un hongo imperfecto, clasificado en la subdivisiéon Deuteromycotina, de la
clase de los Deuteromycetes que tiene un color blanco y una apariencia
algodonosa en las placas de petri y en los insectos parasitados. Crece bien a
temperaturas entre los 20 a 25 °C a una humedad relativa del 90%. El presenta
un rango de accion muy amplio en cuanto a hospederos se refiere. Se ha
reportado parasitando coledpteros, dipteros, homopteros y collembolas.
Ademas se sabe que ataca afidos, mosca blanca Bemisia tabaci, acaros,
aranas, nematodos, royas, mildiu polvoso,etc (Obregdn, 2002). Las distintas
preparaciones existentes en el mercado mundial se basan en suspensiones de
conidios en medios liquidos, o una mezcla de conidios y micelio en granos de

arroz.
Paecelomyces lilacinus (Thom) Samson

El genero Paecelomyces tiene varias especies entomopatoégenas, entre ellas:
P. teniupes, P. farasinosus, P. fumosoroseus, P. lilacinus, P. javanicum, etc.
este es un hongo imperfecto, clasificado en la subdivision Deuteromycotina, de
la clase de los Deuteromycetes que tiene una apariencia esponjosa de color
lila en las placas petri y en los insectos parasitados y muertos. Crece bien a
temperaturas entre los 20 a 28 °C. Las experiencias con este hongo se han
desarrollado principalmente en Austria, Colombia, Cuba y en paises europeos;
en donde se realizan aplicaciones de suspensiones de conidios fumigados para

controlar insectos o inyectado para nematodos (Obregén, 2002).
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Trichoderma spp

Es un hongo imperfecto que tiene una apariencia musgosa de color verde que
varia de tonos segun la especie de que se trate. Es ampliamente estudiada y
se han extraido un a cantidad considerable de antibiéticos de este género de
hongos. Crece bien a temperaturas entre los 20 — 30 °C a una humedad
relativa del 90 %. Se ha demostrado su efectividad contra diversos hongos
entre los que figuran: Sclerotinia spp, Sclerotium spp, Phythopthora spp,
Fusarium spp, Botrytis spp, Pythium spp, Penicillium digitatum, Collectotrichum
spp, Monilia spp. También tiene efecto nematicida y combate hongos

basidiomycetes contaminantes de sustratos (Obregoén, 2002, Rifai, 1964).

1.5.2 DESCRIPCION GENERAL DEL PROCESO PRODUCTIVO.

El proceso productivo se comienza con el aislamiento de cepas
entomopatogenas de insectos o de cepas de antagonistas de enfermedades
fungosas en las plantas, o para el caso de contar ya con cepas lo que se
realiza es un pasaje del hongo a través del insecto o del hongo patégeno con
el fin de fortalecer la cepa que se va a emplear en la produccion. Estas cepas
son purificadas y luego algunas muestras son guardadas en tubos de ensayo
con agar inclinado con el fin de establecer un banco de cepas productoras
madre propias del laboratorio. Estos tubos madre son renovados y fortalecidos

cada seis meses.
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De la coleccion de tubos madre se rayan varias placas (el numero se calcula
con base en las necesidades de producto que tenga el Centro) en agar PDA,
estas se ponen a incubar y después son refrigeradas para su mantenimiento
hasta que sea necesitadas. De estas placas se prepara una solucion a razon
de tres placas en 150 ml de agua destilada y estéril y con esta solucion se
inoculan botellas llenas con el sustrato estéril y humedo (matriz), usando 15 ml
por cada botella. Las matrices son incubadas por cerca de 10 dias, aunque el

periodo varia segun el hongo del que se trate, a una temperatura de 25° C.

Al cabo del periodo de incubacion, el sustrato esta totalmente colonizado por el
hongo en su fase de esporulacién, usando 500 ml de agua destilada estéril se
prepara una solucién dentro de la matriz con el fin de obtener un inéculo liquido
altamente cargado de esporas y conidios, generalmente a una concentraciéon
de entre 10° y 10 conidios por ml. Se preparan bolsas con 300 g del sustrato

y 90 ml de agua, las cuales posteriormente se sellan y esterilizan.

Una vez esterilizadas son enfriadas y luego son inoculadas con 15 ml de la
solucion preparada en la matriz. Las bolsas se llevan al cuarto de incubaciéon o
“Biofabrica”, donde se ponen a crecer a temperaturas entre los 24 y 28° C
durante 12 o 15 dias, aunque nuevamente este periodo puede variar en funcién

del hongo del que se trate.

Pasado este tiempo de incubacion el producto es refrigerado para su
almacenamiento hasta que sea necesitado por el personal del Nucleo
Agropecuario de Instituto Nacional de Aprendizaje o por los alumnos y

capacitados del laboratorio de Fitoproteccion (Obregon, 2002).
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Como informacion complementaria se propuso una metodologia para el rastreo
y deteccion contaminantes durante los distintos pasos del proceso productivo,
con el fin de asegurar la produccion final como libre de contaminantes serios o
en gran cantidad. La metodologia propuesta se basa en la purificacion inicial de
todas las cepas que se usaran en la produccion. Conforme avance el proceso
se hace una revision por medio de un chequeo visual, y en los puntos criticos

del proceso el examen se realiza por medio de pruebas en agar PDA.

El diagrama de flujo optimizado (ver figura 4 ) fue aprobado por el director del
laboratorio y por el personal de produccién, con lo cual quedd como registro del
meétodo estandarizado de la produccion del laboratorio.

1.6 CONTROL DE CALIDAD DE PRODUCTOS BIOLOGICOS:

1.6.1 IMPORTANCIA, VARIABLES Y ESTANDARES INTERNACIONALES

Dentro de las necesidades de los agricultores organicos y aquellos que
trabajan con una estrategia de manejo integrado de plagas se encuentra la
preocupacion por obtener productos bioldgicos que sean efectivos en el campo
y que a la vez permitan obtener ganancias al productor que los usa. La forma
correcta de asegurar la efectividad y eficacia de un producto es controlar la
calidad del proceso productivo en si mismo, desde su inicio hasta la salida del
producto (Hnasen y Ghave, 1990). La aplicacion de estos sistemas de control

de calidad en las formulaciones biolégicas se basan en analisis

1

microbiolégicos y pruebas de eficacia.
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En la literatura (Rogg y Tovar, 1998; MAG-INIFAT, 1996; INIFA, 1993; Jenkins
et al, 1998; Burges, 1981), sobresalen los sistemas con estandares cubanos y
colombianos, asi como modelos europeos y de Estados Unidos. El caso de
Cuba como un pais de gran avance y capacidad en investigacion en el control
biolégico resulta de las presiones impuestas al régimen comunista, que
obligaron a su gobierno a replantear los sistemas agricolas y basarlos en
sistemas de control biolégico dentro de todo el territorio del pais. Por esta razén
su Ministerio de Agricultura dispuso la creacion de centro de investigacion y
produccion regionales de producto biolégicos como apoyo a las agroempresas
locales. De este modo en los ultimos anos Cuba se impuso como modelo
mundial de control biolégico en todos sus aspectos. Los principales estandares
que utilizan en la evaluacion de la calidad lo constituyen la concentracion de
conidios en los productos, la pureza de dichos productos, la germinacion de las
esporas, la eficacia en el campo, el sustrato adecuado, ademas del medio para

la fermentacion, ya sea liquido o sélido (Ciego de Avila, 1999).

El desarrollo de Colombia en cuanto a la aplicacion de tecnologias baratas y
novedosas para impulsar la produccion cafetalera provocé la ola investigativa
en cuanto al uso de microorganismos como mejoradores de cosechas y
sustituyentes de insumos. El papel primordial lo ha jugado el Cenicafé (1997),
en donde se mantiene la investigacion y se impulsa la creacién de centros
locales para apoyo a la produccién de café. Los principales estandares usados
por ellos en la evaluaciéon de la calidad lo constituyen la concentracion de
conidios en los productos, la pureza de dichos productos, la germinacion de las

esporas, las caracteristicas fisicas del crecimiento de dichos microorganismos

t

y la patogenicidad.
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En Europa sobresalen paises como Alemania, Francia, Bélgica, Inglaterra y en
Norteamérica los tres paises (Estados Unidos, Canada y México) trabajan con
eéxito en la produccion de productos bioldégicos de excelente calidad. Los
estandares mencionados en dichos paises parecen ser los utilizados en todo
el mundo para asegurar la calidad de cada formulacién y para cumplir con los
requisitos de las legislaciones de comercio biolégico mas importantes del
mundo ( Norteamérica y la Union Europea). Esto queda demostrado en la
actividad de diversas empresas e instituciones de investigacion en todo el orbe
(Mc Coy et al,....., www.fao.org/docrep/t0533e/t0533e03.htm; Deshpande,
2001).

Las caracteristicas constantes de estos sistemas comienzan con determinar el
diagrama de flujo de produccion en masa de un determinado hongo, con el fin
de detectar los pasos criticos en la produccion que podrian llevar al traste con
los productos esperados. Después de ese primer paso se realizan pruebas
para determinar las 5 caracteristicas mas importantes descritas: concentracion
de conidios, pureza del producto, germinacién de esporas, patogenicidad y
caracteristicas fisicas (Rogg y Tovar, 1998; MAG-INIFAT, 1996; INIFA, 1993;
Cenicafe, 1997; Mc Coy et al,.....; www.fao.org/docrep/t0533e/t0533e03.htm;

Deshpande, 2001). Es en estas variables que se centra la atencién del control

de calidad de las preparaciones de hongos en el Laboratorio de Fitoproteccién

de la Unidad Tecnoldgica en Agricultura Organica del INA.
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2- MATERIALES Y METODOS

2.1 LOCALIZACION DE LA PRACTICA

La practica se realizé en el Laboratorio de Fitoproteccion del Centro Nacional
Especializado en Agricultura Organica del Instituto Nacional de Aprendizaje en

la Chinchilla de Cartago. Se realizé de julio a noviembre del 2002.

2.2 REVISION Y OPTIMIZACION DEL DIAGRAMA DE FLUJO

Se realizé una revision minuciosa el diagrama de flujo propuesto en los inicios
de la produccién del laboratorio. Esta revision incluyo la observacion directa del
proceso productivo, asi como la capacitacion en las labores de produccion por
parte del personal técnico encargado. Con base en la revisidn se optimizo el
diagrama de flujo que mejor se ajuste al proceso de produccién estandar de
hongos antagonistas y entomopatdgenos, el cual es el mismo para todos los
hongos. Después se determinaron los puntos criticos en el proceso de
produccion de los productos fungicos y se realizo por parte del personal

encargado de la produccién una corroboracién del diagrama propuesto.

Los bioproductos elaborados son a base de los siguientes hongos: Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecelomyces lilacinus, Verticillium lecanii

como entomopatdgenos; y como género antagonista Trichoderma sp.
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2.3 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA CONTROL DE CALIDAD

Todo el analisis de los resultados obtenidos en las siguientes pruebas sera de
manera descriptiva y no matematica debido a las recomendaciones sugeridas

por varios centros de investigacion para productos no certificados.

2.3.1 CONCENTRACION DEL PRODUCTO

La concentracion del producto se determind mediante conteo directo del
numero de conidios presentes en un gramo del producto final con la camara de
Neubawer mejorada. Se realizaron medidas a tres muestras de diferentes
ciclos de produccion por hongo, y a cada muestra se le realizaban 6 lecturas a
manera de repeticiones. Se escogid una bolsa por ciclo de produccion tomada
al azar, de ésta se tomaban 100 g del producto de manera aséptica y se
prepard una solucién con 300 ml de agua y 1 ml de Tween 80°. A partir de la
solucion madre se prepararon diluciones seriadas en décimas desde la dilucién
10'hasta la dilucién 107 para obtener un factor adecuado de conteo. Antes de
cada conteo se realizd una observacion previa a las diluciones 10* y 10 para
determinar la dilucion que presentara mas facilidades para el conteo en
microscopio (la cual variaba segun la esporulacion del hongo). Una vez
seleccionada la dilucion se procedié a preparar la camara para el conteo. La
camara fue secada y se coloco un cubreobjetos sobre las areas de conteo. Con
la ayuda de una micropipeta se tomaron 10 ul del tubo con la dilucion escogida
y se cargd con esta la camara a través de capilaridad. Se llenaron las dos
areas de cada camara para obtener dos repeticiones a la vez. Después se
procedid al conteo usando primero el lente de 10 aumentos para enfocar el
reticulado de la camara. Usando el lente de 40 aumentos se realiz6 el conteo
en el area correspondiente a los cuadrantes de las esquinas, cada uno con un

area de 1mm? distribuidos en 16 cuadros pequefios. La proxima figura muestra

1

uno de estos 16 cuadros usados en el conteo de conidios.
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Microsoft Word
Figura 2. Muestra de una division (1/16) de un cuadrante esquinero de la camara.

Se contaron todos los conidios presentes en los 16 cuadros de cada uno de los
cuadrantes de las esquinas. Una vez leidos los cuatro cuadrantes de cada
area de conteo se obtenia el promedio de lectura por repeticién. Se calculd el
numero de conidios por ml y por gramo de muestra. El calculo del numero de
conidios por ml de muestra se obtenia a través de la multiplicacion del
promedio de lecturas por la dilucion empleada y multiplicado esto por el factor

de la camara:

Férmula: C x F.C. x D = CM; donde:

C= Promedio de conidios contados
F.C.= Factor de la camara empleada

D= dilucion de la que se tomd la muestra

CM= Conidios por mililitro ‘
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El numero de conidios contados por gramo del producto final se obtuvo
multiplicando el numero de conidios presentes en 1ml por el numero de ml en
que fue disuelta la muestra y dividiendo este resultado entre los gramos de

muestra usados, de esta manera:

Formula:

(CM x B)/ G= GM; donde:

B= Cantidad de mililitros usados en la solucién madre

G= Cantidad de gramos usados en la soluciéon madre

GM= Conidios por gramo de muestra
Los resultados fueron comparados con los estandares internacionales
aceptados para cada hongo en particular con el fin de evaluar la concentracién

del producto del laboratorio y determinar la calidad de éste.
2.3.2 EVALUACION DE LA PUREZA DEL PRODUCTO

La evaluacion de la pureza del producto se realizd6 por medio de la
determinacion de estructuras tipicas de los hongos en cuestion mediante el
microscopio Optico. Para esto se montaron preparaciones en agua sobre
portaobjetos en donde se tomé una asa llena de las esporas del hongo
contenidas en bolsas de producto escogidas al azar, a razén de una muestra
(asa) por tipo de hongo para cada preparacion. Se observaron los hongos y sus
estructuras tipicas, principalmente: micelio, conidiéforos, conidios y esporas;
usando los lentes de 40 y 10 aumentos. Empleando reportes existentes en la
literatura (Barnett y Hunter, 1998; Streets, 1984) se compararon las

observaciones hechas con el microscopio con el fin de comprobar la correcta

1

identificacion del hongo.
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Como prueba adicional, dentro de este mismo paso se procedié a la medicion
de los conidios, donde por medio de analisis comparativos con lo reportado en
la literatura cientifica se determiné la especie correspondiente. La medicion del
tamafo de la espora se realiz6é a través de la calibracion del microscopio como
lo indican Seeley y van Demark (1990) . Para esto se adapto el ocular
micromeétrico al microscopio, después con el uso de un portaobjetos
micromeétrico se calibr6 de manera tal que las lineas arbitrarias del ocular
micrométrico quedaron superpuestas a las lineas determinadas de 10 um del
portaobjetos micrométrico. A través de esto se pudo calcular el valor en
micrometros de las divisiones del ocular micrométrico, el cual resulté de la
division del total de micrémetros del portaobjetos entre el numero de lineas del
ocular. Una vez realizada la calibracién se procedié a la medicion de esporas
contando el numero de lineas que ocupaban los conidios para convertir este
valor a micrometros con la relacion anteriormente establecida. Se conto un total
de 50 conidios por tipo de producto a base de un hongo. Debido a que el
producto que se obtiene de Trichoderma sp es una mezcla de tres especies: T.

harzianum, T. viride y T. hamatum este paso no se le aplicoé a este producto.

Con los datos obtenidos se determinaron las desviaciones estandar vy el
promedio de las mediciones para el largo y el ancho del conidio tipico del
hongo. Los dos parametros (morfologia del hongo y tamafio del conidio) fueron
la base para la discusion y corroboracion de la especie de hongo trabajada, asi
como para evaluar un poco la variabilidad presente en las dimensiones del

conidio.

t

38



Siguiendo el diagrama de flujo y los puntos de control propuestos en él mismo,
se le realiz6 un seguimiento al proceso productivo a través de la deteccidn
visual de contaminantes y por medio de muestreos realizados con bolsas de
producto escogidas al azar y su siembra en medios de crecimiento estandar.
Para esto se tomaron 10 gramos de cada producto y se diluyeron en 90
mililitros de agua destilada y estéril. A partir de esta dilucion se realizaron
diluciones posteriores hasta la concentracién de 10°. Usando la dilucion 107 y
10 ~° se sembraron 0,2 mililitros de estas en un plato petri con medio PDA por
cada placa. Las placas fueron revisadas a las 96 horas con el fin de determinar
los contaminantes presentes. Se realizaron 3 repeticiones de este
procedimiento por hongo en diferentes fechas. El porcentaje de pureza del
producto se obtuvo al contar el total de colonias del hongo en produccion, ente
el total de colonias de microorganismos crecidas en la placa multiplicado esto
por 100. Los resultados por cada dilucion en las tres repeticiones de cada
producto fungico fueron promediados para efectos de la presentacién de

resultados.

2.3.3 EVALUACION DE LA GERMINACION DEL PRODUCTO

Para lograr la determinacién de este parametro se realiz6 un ensayo sobre
placas de agar. El método presentado fue el mismo para el examen de los 6
hongos en cuestion. El primer paso fue realizar diluciones seriadas en diez
hasta obtener una donde fuera posible contar 100 esporas por separado. Esto
se obtuvo con la dilucién 10°. Posteriormente se prepararon placas con agar
agua, en el fondo de las cuales se marcaron tres puntos (tres repeticiones por

placa). Sobre cada punto se pusieron 5 ul de la dilucion escogida

1
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Luego las placas fueron incubadas a condiciones de temperatura y humedad
relativa controladas en una camara de crecimiento. Con el uso del microscopio
optico se realizaron mediciones sobre 100 conidios, para los cuales se registrd
el numero de conidios germinados y los no germinados. Las observaciones se
realizaron a las 24 horas de incubacién, al cabo de las cuales sobre cada punto
se aplicé una gota de azul de lactofenol para detener la germinacién y hacer
mas visibles los conidios con las hifas jévenes. Con base en estos resultados

se calculé el porcentaje de germinacion de los conidios presentes en el

1

producto final.
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2.4 DETERMINACION DE LA EFICACIA DEL PRODUCTO

2.4.1 PRUEBAS DE EFICACIA DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Microsoft PhotoEditor

Figura 3. Camara humeda preparada para las pruebas con M. anisopliae y B. bassiana

Para el hongo entomopatogeno Verticillium lecanni se usé el mismo
procedimiento, excepto que los insectos escogidos fueron afidos de rosa
Macrosiphum rosae. En base a estos ensayos se determinaron los porcentajes

de mortalidad y parasitacion, y se examiné la relacion mortalidad- parasitacion.

Para Paecelomyces lilacinus se construyé un embudo de Baermann, tal como
lo indica Ayaub para el IMP (1995), con el fin de extraer nematodos de raices
de tomate. Los nematodos fueron recolectados del embudo a las 24 horas y
recogidos en un beaker de 200 ml. En base a observaciones al microscopio
con lentes de bajo aumento y con el uso de la clave de identificacion propuesta
por Mai y Lion (1975) los nematodos fueron identificados como pertenecientes

T

al género Trichodorus.
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Posteriormente se cortaron discos finos de zanahoria de un didmetro de 4 cm,
y sobre cada uno se coloc6d una gota del agua que contenia los nematodos
extraidos. La misma fue colocada al microscopio para contar el numero de
nematodos presentes en ella. Al final se colocaron 5 discos para sumar en total
30 nematodos. Los discos fueron asperjados con una solucion a base del
producto de Paecelomyces lilacinus previamente preparada a una
concentracion de 300 g por cada 16 litros de agua. Los discos fueron puestos a
incubar en una camara humeda a un temperatura de 25° C durante 10 dias.
Se realizaron observaciones para medir los parametros de muerte y

parasitacién cada dia durante los 10 dias.

2.4.2 PRUEBAS DE EFICACIA DEL ANTAGONISTA Trichoderma spp

Para realizar estos ensayos se prepararon con una semana de antelacion las
placas del hongo Trichoderma sp. Ademas se prepararon placas de los
hongos fitopatdégenos utilizados comunmente en el laboratorio: Corticium sp,
Phythopthora sp, Sclerotium rolfsii y Collectotrichum sp. Estas placas fueron
preparadas colocando un disco de medio de cultivo cubierto por cada uno de
estos hongos en el centro de una placa del medio PDA. Se prepararon tres
placas por hongo y se pusieron a incubar a 22° C durante 7 dias con el fin de

estandarizar la edad de cada uno de los hongos.

Pasado este tiempo, se cortaron discos de 1 cm de diametro de cada tipo de
hongo patdégeno y antagonistas. Se tomé una placa petri por tipo de patégeno y
dentro de ella se colocaron un disco del patégeno y un disco del antagonista.
Cada disco fue colocado en direcciones opuestas a dos centimetros del centro

de la placa. Las placas fueron incubadas a 25° C durante 7 dias para observar

1

el efecto antagonista de los hongos en cuestién.
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Simultdneamente se montd un testigo por cada patégeno y cada antagonista
que consistio de una placa con solamente el disco del patégeno o del
antagonista en cuestidén colocado a dos centimetros del centro de la placa, para
simular la misma posicion en la prueba real. Se incubd en iguales condiciones
que las pruebas reales. Se tomaron mediciones del avance del frente del hongo

alos 0,1, 4 y 7 dias de montado el ensayo.

1

43



3-RESULTADOS

31 OPTIMIZACI(:)N DEL DIAGRAMA DE FLUJO DE LA
PRODUCCION

Mediante la metodologia propuesta se logré determinar un diagrama de flujo
que muestra la realidad del proceso productivo. En este diagrama se incluyeron
los pasos basicos fundamentales que conllevan al éxito en los biopreparados

fungicos.
Se muestra a continuacion el diagrama de flujo optimizado, ademas se muestra
el esquema de rastreo y determinacion de contaminantes propuesto para el

proceso productivo, alineado con el paso de la produccidn que se esta

realizando en ese momento.
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PRODUCCION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS Y ANTAGONISTAS EN EL LABORATORIO DE FITOPROTECCION DEL CNAO

FLUJO DE LA PRODUCCION CONTROL DE CONTAMINACION
Aislamiento de cepas 0 Purificacion del hongo en medios de cultivo
fortalecimiento a traves de insectos
Mantenimiento en PDA

Preparacion de banco de cultvos madre
en tubos con PDA

Chequeo visual de contaminantes y uniformidad
de los conidios

Preparacion de placas con PDA' para inocular
matrices

Chequeo visual de contaminantes y uniformidad
de los conidios

Tnoculacion de matrices y desarollo de esporas
en [a matriz

Chequeo visual de contaminantes y uniformidad
de esporulacion

Esterilizacion del sustrato. Obtencion del inoculo
iguido e inoculacion de fas bolsas

Plateo de muestras en agar para rastreo de
(e contaminantes

Desarrallo de fa esporulacion del hongo en fa bolsa
Producto terminado

Plateo de muestras en agar para determinacion
(e agentes contaminantes

Refrigeracion del producto

MS Chart Organizator

Figura 4. Diagrama de flujo de la produccién de hongos para combate bioldgico.

t

45



3.2 RESULTADOS DE LOS CONTEOS DE CONCENTRACION DE
CONIDIOS

Los cuadros siguientes son los propuestos por los investigadores del Cenicafe
(1997) para resumir las evaluaciones sobre la concentraciéon de los
bioproductos. Las mediciones se expresan en base a cantidad de conidios por
mililitro y por gramo como promedio de 6 mediciones por cada una de las
muestras. Los siguientes cuadros muestran los resultados de los conteos
realizados con el producto a base de los diferentes hongos utilizados.

Tabla 4. Resultados de conteos para: Beauveria bassiana (cantidad de conidios por
ml y por gramo de producto).

MUESTRA LECTURA EN CAMARA ESTADISTICA
1 2 3 4 5 6 |[sumat| Me |Con/ml|Con/g
oria dia
1 3.5 [3.75|2.75(4.50 |4.75 |3.0 [22.2 3.71 3.71 x|111 x
10° 10
2 30 [125|125(275|20 (325|135 |225 |225x |225x
10° 10°
3 85 [105|7.0 |5.75|4.75|6.75|43.25 |7.21 721 X|216 X
10° 10°
Microsoft Word

Tabla 5. Resultados de conteos para: Verticillium lecanii (cantidad de conidios por mi
y por gramo de producto).

MUESTRA LECTURA EN CAMARA ESTADISTICA

1 2 3 4 5 6 Su Me |Con/ml| Con/

ma dia g
1 11.75110.25 [10.25 [11. |9.75[19.0[72.0 [12.0 |12 x|[3.6 x

0 108 108

2 425 [2.75 |4.0 25 [2.75|3.25[195 [325 [3.25x |9.75
108 x 10°

3 20 [3.25 [0.75 [1.0 [1.75|45 [1325 221 |2.21 x|6.63
108 x 108

Microsoft Word
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Tabla 6. Resultados de conteos para: Paecelomyces lilacinus (cantidad de conidios
por ml y por gramo de producto).

MUESTRA LECTURA EN CAMARA ESTADISTICA
1 2 3 4 5 6 Su Me Con/ | Con/
ma dia ml g
1 16.7511.75[12.0[13.0 [13.25[12.25|79.0 [13.17 [1.32 x[3.96
10° X
10°
2 14.75[12.0 [8.25/10.75[10.75[11.5 |68.0 [11.33 [1.133x [3.34
10° X
10°
3 12.25[12.75(8.0 |75 [125 [8.25 [61.25[10.21 [1.02 X|[3.06
10° X
10°
Microsoft Word

Tabla 7. Resultados de conteos para: Metarhizium anisopliae (cantidad de conidios
por ml y por gramo de producto).

MUESTRA LECTURA EN CAMARA ESTADISTICA

1 2 3 4 5 6 Su Me |[Con/ml| Con/

ma dia g

1 425 (8.0 [4.75 [3.75 |3.25[4.50(28.50 [4.75 |4.75 x|1.43
10° x 10°

2 75 |6.75|/65 |60 |70 |[7.0 [40.75 6.8 6.8X [2.04
10° X 10°

3 1125 [15.0 [11.25 [12.25 9.5 [13.0[72.25 [12.04 [1.2 X|[3.6 X

10° 10°
Microsoft Word

Tabla 8. Resultados de conteos para: Trichoderma spp (cantidad de conidios por ml y
por gramo de producto).

MUESTRA LECTURA EN CAMARA ESTADISTICA
1 2 3 4 5 6 |suma | media| Con/ |Con/g
ml
1 5.25 [2.75 [ 3.0 375 |6.25(8.75(295 [4.92 (492 x[1.48 x
108 10°
2 37550 |[4.25 [6.0 50 |[3.75[27.75 |463 |4.63x [1.39x
108 10°
3 9.25 [10.0 [11.75 [10.75 |6.75 | 7.75 | 56.25 |9.38 [9.38 x|2.81 x
108 10°
Microsoft Word
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3.3 PRUEBAS DE PUREZA

3.3.1 MEDICION DE LAS ESPORAS

Los cuadros siguientes resumen los resultados obtenidos. Se incluyen los

calculos de la desviacién estandar y el promedio de las medidas determinadas;

con el fin de establecer una correcciéon sobre el promedio establecido a la hora

de realizar una comparacion con las medidas reportadas en la literatura.

Tabla 9. Medicién del largo

ancho de los conidios* de Paecelomyces lilacinus.

Largo(L) Frecuencia(F) L*F Ancho(A) Frecuencia(F) A*F
2.5 27 67.5 2.5 35 87.5
3.34 16 53.4 3.34 8 26.72
1.68 2 3.4 4.18 1 4.18
3.75 5 18.75 3.75 5 18.75
- - - 1.68 1 1.68
D.estandar | Promedio 2.86 | Sumatoria | D.estandar | Promedio 2.78 | Sumato
1.54 143.05 0.52 ria
138.83
* Se contaron 50 conidios en total. Microsoft Word

Tabla 10. Medicién del largo y ancho de los conidios* de Beauveria bassiana

Largo(L) Frecuencia(F) L*F Ancho(A) Frecuencia(F) A*F
3.75 12 45 3.34 13 43.42
3.34 27 90.18 2.5 24 65.0
418 2 8.36 1.68 4 6.72
5.00 3 15.0 3.75 9 33.75
2.5 6 15.0 - - -

D.estandar | Promedio 3.47 | Sumatoria D.estandar | Promedio 2.88 | Sumatoria
0.55 173.54 0.62 148.89
* Se contaron 50 conidios en total. Microsoft Word

1
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Tabla 11. Medicién del largo y ancho de los conidios* de Metarhizium anisopliae

Largo(L) Frecuencia(F) L*F Ancho(A) Frecuencia(F) A*F
8.33 8 66.64 2.5 46 115.0
6.68 5 33.4 3.34 4 13.36

7.5 29 217.5 - - -
6.25 5 31.25 - - -
8.75 2 17.5 - - -
10.0 1 10.0 - - -

D.estandar | Promedio 7.53 | Sumatoria D.estandar | Promedio 2.57 | Sumatoria
0.73 376.29 0.23 128.36

* Se contaron 50 conidios en total.

Microsoft Word

Tabla 12. Medicién del largo y ancho de los conidios* de Verticilium lecanii

Largo(L) Frecuencia(F) L*F Ancho(A) Frecuencia(F) A*F
3.75 4 15.0 2.5 40 100
5.0 23 115 1.68 15.12
6.25 6 37.5 3.34 1 3.34
6.68 3 20.04 - - -
5.83 5 29.15 - - -
4.18 6 25.08 - - -

7.5 3 22.5 - - -
D.estandar | Promedio 5.29 | Sumatoria D.estandar Promedio Sumatoria
0.97 264.27 0.34 2.33 118.46
* Se contaron 50 conidios en total. Microsoft Word

A las muestras de los productos de Trichoderma sp no se les aplico esta

prueba por ser basado en una mezcla de tres especies de este género: T.

harzianum, T. viride, T. hamatum.
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3.3.2 RASTREO DE CONTAMINANTES

El rastreo de contaminantes realizados directamente sobre los productos
elaborados en el laboratorio permitid obtener los resultados observados en el

cuadro que sigue:

Tabla 13. Resultado de las pruebas de pureza de los productos fungicos.

Producto Total de Colonias Colonias de Porcentaje
colonias contaminantes interés de pureza del
contadas producto

Trichoderma sp

Dilucion 107 Incontables 0 Incontables 100

Dilucion 10° 198 0 198 100
Paecelomyces lilacinus

Dilucion 107 Incontables 0 incontables 100

Dilucion 10° 114 1 (bacteria) 113 99
Metarhizium anisopliae

Dilucion 107 106 0 106 100

Dilucion 10° 2 0 2 100
Verticillium lecanii

Dilucion 107 Incontable 2 (bacteria) Incontable Incalculable

Dilucién 10® 52 1 51 98
Beauveria bassiana

Dilucion 107 incontables 0 incontables 100

Dilucién 10° 45 1(Paecelomyces 44 97.8

lilacinus)
Microsoft Word
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A manera de ilustracion de los resultados se puede ver en la siguiente figura

una ejemplificacion de las pruebas de pureza.

3.4 PRUEBAS DE GERMINACION

Microsoft Word

Figura 5. Muestras de las pruebas de pureza sobre B. bassiana y M. anisopliae. Se observa en
la placa de la izquierda una placa de colonias de B. bassiana contaminada con un a
colonia de P. lilacinus; y a la derecha una placa con colonias puras de M. anisopliae.

Las pruebas de germinacion realizadas demuestran un parametro importante

de cualquier bioproducto. Para el caso de los del INA, los resultados se

muestran en el siguiente cuadro.

Tabla 14. Porcentaje de germinacion de los conidios de los hongos a las 24 horas.

Conidios P. lilacinus | M.anisopliae | V. lecanii B. bassiana | Trichoderma
de spp
Repeticion 1 94 94 87 95 92
Repeticion 2 93 90 86 88 89
Repeticion 3 96 92 87 94 91
Promedio 94.3 92 86.7 92.3 90.7
Microsoft Word
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El cuadro de resultados muestra que casi todos los productos presentan una
germinacién superior al 90%, excepto V. lecanii, sin embargo esto es muy
dependiente de la temperatura a que se realice el ensayo y lo estricto del

requerimiento de temperatura del metabolismo del hongo usado.

3.5 PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE LOS HONGOS

3.5.1 PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE LOS HONGOS
ENTOMOPATOGENOS

Los resultados obtenidos en estas pruebas ilustran la relacion que se establece
entre los dos organismos: una relacién de parasitismo, donde uno de ello saca
provecho en detrimento del otro. Para el hongo Metarhizium anisopliae se

obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 15. Porcentaje de parasitacion de Metarhizium anisopliae sobre el gorgojo del

arroz
Sitophilus oryzae.

Dia Insectos muertos Insectos Porcentaje de
parasitados parasitacion en
relacion con los
muertos
1 0 0 0
2 0 0 0
3 4 0 0
4 12 0 0
5 16 2 12.5
6 19 7 36.84
7 20 12 60.0
8 20 15 75.0
9 20 18 90
10 20 20 100

Microsoft Word
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La siguiente figura ilustra las relaciones determinadas por los resultados

— Insectos muertos
— Insectos parasitados

anteriores.
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Figura 6. Comportamiento grafico de las relaciones de mortalidad y parasitacién de M.

anisopliae sobre Sitophilus oryzae (L).

En cuanto a los resultados registrados en el ensayo con Verticillium lecanii

sobre los afidos de rosa los mismos muestran los siguientes valores:

Tabla 16. Porcentaje de parasitacion de Verticillium lecanii sobre el Macrosiphum

rosae.

Dia

Insectos muertos

Insectos
parasitados

Porcentaje de
parasitacion en
relaciéon con los

muertos

0

0

0

~N| N OO

28.6

—
o

OIN| OO O

57.1

—
N

70

N[OOI~ WIN|—~

20

100

Microsoft Word
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La siguiente figura ilustra las relaciones establecidas por V. lecanii y el &fido de

la rosa Macrosiphum rosae.
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Figura 7. Comportamiento grafico de la relacion de mortalidad y parasitacion de V. lecanii

sobre el

afido Macrosiphum rosae.

— Insectos muertos
— Insectos parasitados

Microsoft Excel

Los resultados respecto a la eficacia de Beauveria bassiana en los ensayos

son presentados en el proximo cuadro:

Tabla 17. Porcentaje de parasitacion de Beauveria bassiana sobre el gorgojo del arroz

Sitophilus oryzae

Dia Insectos muertos Insectos Porcentaje de
parasitados parasitacion en
relacién con los
muertos
1 0 0 0
2 0 0 0
3 2 0 0
4 4 0 0
5 10 0 0
6 20 7 35
7 20 11 55
8 20 14 70
9 20 17 85
10 20 20 100

El comportamiento de los parametros de muerte y parasitacion se demuestra

mejor en la figura construida con los datos anteriores:

1
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Figura 8. Comportamiento grafico de las relaciones de mortalidad y parasitacion de Beauveria
bassiana sobre Sitophilus oryzae (L.).

El cuadro presentado a continuacidn muestra los resultados de las pruebas de

efectividad de Paecelomyces lilacinus contra el nematodo Trichodorus spp.

Tabla 18. Porcentaje de parasitacion de Paecelomyces lilacinus sobre Trichodorus

Spp.
Diapp Insectos muertos Insectos Porcentaje de
parasitados parasitacion en
relacion con los
muertos
1 0 0 0
2 0 0 0
3 2 0 0
4 4 0 0
5 9 3 33.3
6 14 6 42.9
7 17 11 64.7
8 23 17 73.9
9 30 23 76.7
10 30 25 83.3
Microsoft Word

La figura 9 ilustra la relacién establecida entre P. lilacinus'y Trichodorus spp.
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Figura 9. Relaciones de mortalidad y parasitacion de Paecelomyces lilacinus sobre
Trichodorus spp.

3.5.2 PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE HONGO ANTAGONISTA

La prueba de antagonismo aplicada a el producto del género Trichoderma

arrojo los siguientes resultados resumidos en este cuadro.

Tabla 19. Medicién del crecimiento en centimetros del frente de expansién los hongos
probados en el ensayo interactuando con Trichoderma spp.

PLACA | DIA 1 | DIA 4 | DIA7
Placa 1
Trichoderma spp 0 3.0 4.0
Corticium spp 0 1.0 0
Placa 2
Trichoderma spp 0 3.0 4.0
Phythopthora spp 0 1.0 0
Placa 3
Trichoderma spp 0 2.5 2.5
Sclerotinium rolsii 0 1.5 1.5
Placa 4
Trichoderma spp 0 3.2 3.5
Collectotrichum spp 0 0.75 0.5
Microsoft Word
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4- DISCUSION

4.1 OPTIMIZACION DEL DIAGRAMA DE FLUJO

La capacitacion de un mes permitid observar las fortalezas y debilidades del
proceso productivo, con lo cual se pudo optimizar un diagrama de flujo que se

muestra en la figura 4.

Para el control de la contaminacién se adicion6 un diagrama paralelo de
puntos de control el cual brinda la opcién de determinar de manera rapida la
introduccién de contaminantes y asi evitar desperdicio de materias primas en la

fabricacion de productos que lleven alto riesgo de salir contaminados.
4.2 CONTEO DE CONCENTRACION DE CONIDIOS

Los resultados obtenidos en el cuadro 4 demuestran la eficiencia del método de
produccion sobre arroz para B. bassiana, donde la concentracion de conidios
se encuentra generalmente en el orden de 10® por mililitro de muestra. Este
resultado es comparable con resultados de muchos otros investigadores que
han realizado el control de calidad de su produccion sobre sustrato solido, por
ejemplo el Cenicafe ha reportado una produccion de conidios de Beauveria

bassiana en concentraciones semejantes a las obtenidas (Cenicafe, 1997).

1
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La empresa pifiera de Cuba Ciego de Avila (1999) usa como estandar de
buena produccién un conteo de esporas no menor de 10® por mililitro de
muestra. Con el empleo de formulaciones a esta concentracion han obtenido
resultados promisorios en el control de diversas plagas como el picudo negro
del platano, barrenadores de cafa, picudo del arroz y Trips palmi dentro de las
estrategias de control bioldgico de este pais. El proceso estandarizado de
produccién del NCL y ETH formulado por Deshpande (2001) les permite
obtener concentraciones cercanas a los 4.3 * 10® durante todo el afio cuando el

producto proviene de una misma cepa madre.

Los resultados mostrados en el cuadro 4, demuestran la calidad del producto
que sale del INA, el cual puede ser comparado con los productos de
instituciones y empresas productoras de cualquier lugar del mundo. No
obstante, existen reportes de concentraciones que han alcanzado incluso 10"".
Los expertos del Instituto Gabriel Rene Moreno (1998) han logrado obtener
productos con concentraciones desde los 10% y hasta los 2 y 4 * 10" conidios
por ml de muestra de su producto. El Cenicafé (1997), reporta producciones del
orden de 10° conidios por mililitro con algunas de sus cepas. Jenkins y sus
colaboradores (1998), reportan producciones incluso de hasta concentraciones
de 5* 10"°, pero hacen la observacion de que esto es dependiente de la época
del afo en que se encuentran. Logran demostrar que obtienen esta
concentracion en los 8 primeros meses del ano (de enero a agosto) pero que
en los ultimos cuatro meses la produccion decae a concentraciones que rondan
el estandar de 10% Ellos proponen que las condiciones de humedad,
temperatura y aireacion del producto son los factores primordiales que afectan
estos rendimientos y que un buen control de los mismos logra estabilizar la

produccién a concentraciones cercanas a 2.4 * 10° (Heviefo y Jenkins, 1998).
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Ademas de los mencionados parametros ambientales es de esperar que las
cepa madre de la produccion juegue un papel importante en el aumento o
disminucion de la produccion de conidios dentro de los laboratorios, esto por
cuanto las experiencias de Ciego de Avila, del Vallecito, del Cenicafé, de la
NCL (National Chemical Laboratory) de la India y el ETH de Suiza (Urs Tuor,
2001), y de muchos otros centro productores demuestran que, en condiciones
de procesos de produccion estandarizados y condiciones ambientales
controladas, la produccién sufre cambios en la concentracion al rotar las cepas

con que cuenta cada institucion.

En nuestro pais, para el afio de 1993, los bancos de cepas del MIP, CATIE y
DIECA reunian alrededor de 25 cepas de Beauveria bassiana que producian,
bajo condiciones controladas vy estandarizadas, concentraciones iguales o

superiores a 1.0 * 10° conidios por mililitro (Garcia, 1993).

Los datos generados por los ensayos y mostrados en el cuadro 5, permiten
determinar la calidad en cuanto a la concentracion de conidios de los productos
a base de Verticillium lecanii. La cepa productora con que cuenta el INA, ha
permitido llegar a conteos en el orden de 10® conidios por mililitro de muestra
de producto. Al ser comparado esto con los estandares internacionales se
demuestra una calidad igual de producto. Los datos mas ensayados a nivel
latinoamericano para este hongo corresponden a los Centros de Reproduccion
de Entomoéfagos y Entomopatégenos (CREE) de Cuba (Pifferrer, 2002), donde
se reportan concentraciones que van desde los 10" hasta los 10° de conidios
por mililitro, pero se hace la observacién que los productos que finalmente
salen al mercado local, son los que llevan una concentracion de 2.0 * 108
obtenidos por fermentacién en sustrato soélido sobre arroz. En este caso los
reportes de otros centro de produccion indican que esta especie es mas
homogénea en cuanto a produccién y no dependen tanto de la cepa productora
usada como fuente del indculo inicial, sino que la concentracién presenta

oscilaciones débiles debido a la técnica de produccion y al tipo de medio de

cultivo y su agitacién (IOBC/WPRS-EFPP, 2000).
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En cualquier caso la concentracion alcanzada por los productos biolégicos del
INA: son de excelente calidad en cuanto a este parametro, al compararse con

los niveles mundiales de produccion.

El cuadro 6 nos presenta los resultados de los conteos en las muestras de
productos a base de Paecelomyces sp del INA, los cuales presentan
rendimientos muy elevados para producciones sobre sustrato sélido. El nivel de
la concentracion se ubica en un orden por encima de los 10° conidios por
mililitro. Este hongo se trabaja en pocas zonas geograficas del mundo y los
centros mas confiables de produccion proviene de Alemania, Suiza y de la
India, donde para el caso de los paises europeos mencionados las cepas
trabajadas no son nativas sino que fueron producto de colectas en otras zonas
tropicales. Los resultados de los conteos para el control de calidad en la NCL y
la ETH brindan concentraciones maximas de 3.2 * 10° (Burgess, 1981;
Deshpande, 2001). Los CREE de Cuba mencionan trabajar el hongo pero no
presentan datos de concentraciones alcanzadas en sus productos, y es de los
pocos registros existentes para este hongo. La concentracion de conidios en
esta especie de hongo es la maxima alcanzada por los bioproductos del INA y
brinda una categoria de excelente calidad para este parametro evaluado en el
producto, ademas que permite deducir mayores tasas de germinacion de

esporas y una permanencia o sobrevivencia alta del hongo en el campo.

Para el caso de este hongo los resultados observados en el cuadro 7 permiten
observar una produccidon estable de conidios en todas las muestras de
concentraciones que rondan el orden de 108 conidios por mililitro de muestra.
Algunas zonas de Europa, India y América demuestran enormes oscilaciones
en cuanto a las concentraciones obtenidas por el mismo método de produccion.
Por ejemplo en Suiza la ETH obtiene en sus productos concentraciones del
orden de 10° al igual que lo reportado por la NCL de India que contabiliza
concentraciones promedio de 3.0 * 10°, mientras tanto la empresa Ciego de

Avila obtiene productos con concentraciones promedio de 2.0 * 108.
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La fermentacion de este hongo parece ser altamente influenciada por la cepa
usada en la elaboraciéon de los productos, y al parecer por los datos
recuperados los aislamientos de zonas cercanas presentan una produccion de
conidios similares (Burgess, 1981; Ciego de Avila, 1999; Cenicafe, 1997,
Deshpnade, 2001).

Estudios realizados sobre la fermentacibn de Metarhizium anisopliae
demuestran una enorme complejidad de factores que determinan que la
produccion de conidios sea alta o baja. Se ha demostrado que los indculos de
partes vegetativas del hongo (micelio) tiene una mayor produccién de conidios,
asi mismo se han obtenido concentraciones mayores con cultivos en sustrato
solido que los cultivos liquidos, aunque esto no sea constante . Dentro de los
cultivos en fase liquida se ha demostrado que aquellos que crecen sin agitacion
producen mas conidios (un promedio de 2.57 * 10%) que los que reciben
agitacion (un promedio de1.97 * 10°%). Ademas se reporta que dentro de los
cultivos liquidos en agitacion los que son agitados todo el tiempo producen mas
conidios que los que se someten a agitacion parcial. Los cultivos bajo agitaciéon
parcial produjeron en promedio 1.09 * 10° conidios por mililitro de producto
(www.postgrad.cheque.uq.edu.au/reseach_groups/bioengineering). Estos
factores demuestran la complejidad de la produccion de conidios y esporas de
este hongo, ademas de la variedad de resultados. No obstante la mayoria de
centro de produccion maneja como concentracion estandar para fermentacion
en sustrato sélido concentraciones entre los 10" y 10® conidios por mililitro de
muestra. El producto del INA cae dentro del estdndar de calidad manejado y

aceptado por lo que se puede considerar de buena calidad la produccién de

1

SuUsS cepas.
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El cuadro 8 muestra concentraciones muy estables de produccion de conidios
por mililitro de los productos biolégicos a base de Trichoderma spp producidos
en el laboratorio del INA. El estandar aceptado por los centro de produccién
para la fermentacién en sustrato sélido oscila entre concentraciones de 108 y
10° conidios por mililitro. Los resultados cubanos generalmente promedian 10°
o 10" conidios por mililitro y se tiene como unas de las mejores producciones
del mundo de este hongo. No obstante la concentracion de conidios se ve
influenciada por la especie con que se trabaja segun datos generados por Rifai
desde 1964, y por las cepas de cada especie, lo que demuestra una ligamen
entre la variabilidad genética dentro de este género taxonémico y la produccién
de conidios, aunque las variaciones generalmente no son mayores a un factor

de multiplicacion de 10 cuando se usa el mismo método de produccion.

Para el caso del producto manejado en el INA la estabilidad de la produccion
de conidios registrada en el cuadro 8, se puede atribuir a que el producto del
hongo Trichoderma spp que se produce es una mezcla de 3 especies del
geénero: T. viride, T.harzianum y T.hamatum. Esta mezcla es la que puede
provocar la estabilidad de la produccién, la cual impide alzas o bajas muy
sensibles en los conteos; a través de la contribucibn que cada especie
individual puede brindar al producto, asi como los muy probables intercambios
genéticos que se den durante el desarrollo de la reproduccion del hongo hasta
la fase de esporulacion, que es donde el producto se congela y se detiene su
reproduccion (PHC, 2002). En todo caso el producto obtiene una calidad buena
de acuerdo al estandar, aunque la misma puede ser mejorada con la obtencién

de productos provenientes de una misma cepa altamente productora

1

seleccionada en ensayos de rendimiento.
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4.3 RESULTADO DE LAS PRUEBAS DE PUREZA

4.3.1 MEDICION DE LAS ESPORAS

Las medidas realizadas sobre Paecelomyces lilacinus mostradas en el cuadro
9 revelan una alta desviacién del promedio de las mediciones reportado como
2.86 para el largo del conidio, y 2.78 para el ancho, es decir que presentan
conidios muy redondos (Cenipalma, 1992). Los grandes margenes de
desviacién en cuanto a las medidas del largo de los conidios, son una medida
indirecta de la variabilidad presente en las células del hongo. Ya que todas las
células de los hongos son sometidas al mismo tratamiento y puestas a crecer
bajo condiciones macroambientales idénticas, el factor de la interaccion
genotipo — ambiente debe ser de muy poca influencia y la unica fuente posible
de esta interaccion se pueden atribuir a los microclimas dentro del empaque
que contiene el producto. Por esta razén, es légico pensar que el factor fuerte
de la variabilidad se encuentre en el genotipo de las células madre de las
colonias de los hongos. Esta alta variabilidad genética puede ser introducida
por distintas cepas dentro de la misma especie, o por las modificaciones que
sufre el genotipo de las células de hongos cuando son fortalecidas dentro de
insectos como parte del proceso de produccion evidenciado en el diagrama de

flujo.

La variabilidad genética presente viene a ser confirmada por la comparacion de
las medidas encontradas con las medidas reportadas en la literatura. Se ha
podido comprobar por medio de la investigacion que el uso de células de
microorganismos de manera frecuente en distintos procesos productivos
conlleva a las mutaciones dentro de las cepas originales empleadas en el
proceso, de manera tal, que después de cierto tiempo de uso se debe cambiar

de cepa o de especie (Madigan et al., 1999).
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Segun el Cenipalma (1992) las especies de este género se dividen en dos
secciones: Paecelomyces e Isarioidea. P. lilacinus pertenece a esta ultima
seccion y se han reportado medidas de diferentes tamafos, pero obteniendo
una media de 3 a4 x 1 a 2 ym, con conidios de forma globosa o bajamente
fusiformes, pigmentados de purpura a rosado violeta, que no produce
clamidosporas. Para P. fumoso roseus se reportan medidas muy similares al
promedio de la especie anteriormente citada, que presenta colonias rosadas
con conidios fusiformes a cilindricos. Otra especie de este género que tiene
reportes es P. javanicum de conidios fusiformes con un tamanode 4 a6 x 1 a
1.5 ym con conidios de color blanco a crema, fusiformes o cilindricos. Estas
tres especies presentan la particularidad de que son entomopatégenas y su
coloracién segun las condiciones ambientales puede resultar ser muy parecida:
de color blancuzco hasta rosado o lila, ademas todas ellas poseen micelio

septado (Barnett y Hunter, 1998).

Al establecer una comparacién con las medidas reportadas se puede
determinar que existe una relacion altamente variable, no obstante tomando en
cuenta la desviacion estandar, las medidas correspondientes al largo se
mantienen dentro del ambito reportado. Para el ancho de los conidios, existe
una mayor diferencia que comprueba una mayor variabilidad en esta medida.
Examinando la morfologia del hongo (ver figura 10) se puede ver su micelio
septado y la forma globosa o fusiforme de sus conidios. En su crecimiento en la

placa se nota el color morado o lila que le brindan sus conidios.

Dado lo anterior, las medidas mas cercanas a lo encontrado y la descripcion de

la forma de los conidios permiten determinar al hongo trabajado como

t

perteneciente a la especie lilacinus.
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Microsoft Word
Figura 10. Conidios del hongo P. lilacinus observadas a 40 x en el microscopio de luz.
Obsérvese la forma levemente fusiforme de los conidios.

El cuadro 10 muestra que los conidios de Beauveria bassiana son de un
tamano regular, y que presentan una menor desviaciéon en las medidas con
respecto al promedio, lo cual sugiere indices de menor variabilidad genética
que en el caso de Paecelomyces lilacinus. En este caso la relacidon del tamafio
medido con la desviacion encontrada en estas medidas, muestra que existe

una mayor variabilidad en el ancho de los conidios que en el largo.

Al comparar las medidas encontradas en los productos con las medidas
reportadas por Alves en 1986 (citado por Garcia, 1993), se establece como
medidas 2 a 3 x 2 a 2.5 ym. La comparacion arroja una buena correspondencia
de las medidas reportadas con las medidas encontradas y su desviacion
estandar. La descripcion del hongo dada por Barnett y Hunter (1998), lo ubican
como de conidiéforos ramificados en zigzag con conidios esféricos y un micelio
septado que forman colonias de color blanco crema en las placas de

laboratorio.

Al observar la figura 11 y al ver la relacién entre las medidas anteriormente

establecida, se puede comprobar la especie de este hongo como Beauveria

1

bassiana.
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Microsoft Word
Figura 11. Conidios de Beauveria bassiana vistos a 40 x en el microscopio de luz. Obsérvense
los conidios de forma esférica.

Los datos registrados en el cuadro 11, muestran otra relacion de uniformidad
en las medidas tomadas. La relacion entre el largo y el ancho promedio ilustran
la forma de 6valo estirado de los conidios de M. anisopliae. Ademas la relacion
entre las medidas promedio de el largo y el ancho en relacion con sus
correspondientes desviaciones estandar calculadas, muestran el equilibrio no
solo entre longitud y anchura, sino una proporcion bien establecida en el

perimetro de los conidios.
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Los reportes recopilados por el Cenipalma (1992) para esta especie del género
Metarhizium determinan que existen dos variedades de esta especie: la
variedad anisopliae y la variedad major (Jhonston). Su diferenciacion se debe
al tamano de sus conidios; para la variedad anisopliae, el largo se encuentra
entre los 3.5 y los 9.0 um con un promedio entre 5.0 y 8.0 um. Para la variedad
major (Jhonston), el largo se determina entre los 9.0 y los 18.0 ym, con un
promedio entre los 10.0 a 14.0 ym.

Nuevamente la comparacioén y las medidas encontradas sugieren una pequefia
variabilidad en cuanto a la longitud y anchura de los conidios. Las medidas
encontradas calzan bien con los ambitos determinados por otros investigadores
para el largo de las medidas. Esta relacion de una baja variabilidad, muestra lo
idéneo de la especie usada en una produccién estable, ademas del grado de
uniformidad entre las distintas cepas de la misma variedad de esta especie, lo
cual permite la rotacién de los diversos aislados con que cuenta el laboratorio
entre distintos ciclos de produccién. Ademas, la descripcion dada por el
Cenipalma (1992) sobre esta especie la caracteriza como de esporas
alargadas y en cadenas originadas en fialides, donde el conidio mas joven es la
base del conidiéforo. Ademas los conidios presentan pigmentacion verde
olivaceo y su micelio es septado. La descripcién anterior es muy adecuada
para la morfologia determinada en el laboratorio, lo cual es evidente en la figura
12. Las relaciones anteriormente establecidas entre las medidas vy las
descripciones reportadas con lo observado en el laboratorio, permiten
corroborar la clasificacion del hongo como Metarhizium anisopliae y ubicarlo

dentro de la variedad Anisopliae.
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Microsoft Word
Figura 12. Conidios de Metarhizium anisopliae vistos a 40 x en microscopio de luz. Obsérvese
la forma altamente fusiforme de los conidios.

La longitud de los conidios de Verticilium lecanni muestra una desviacion
estandar relativamente alta, pero al comparar la relacién existente entre la
magnitud de la desviacion con la magnitud del tamafo del largo de los conidios,
encontramos una buena proporcidon entre las medidas, o sea que, aunque la
desviacion pueda resultar grande, el gran tamafio del promedio de las medidas
del largo amortigua los desequilibrios y brinda uniformidad en las mediciones.
En cuanto al ancho de los conidios se debe decir que la desviacion estandar
presente, tomando en cuenta la relacion que se establece entre el promedio de
las medidas y la misma desviacion, es de regular magnitud. Esta especie de
hongo presenta una buena uniformidad en sus medidas, lo que es evidencia de

poca variabilidad en cuanto a tamafo se refiere.
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Los conidios de Verticillium lecanni son de aproximadamente 2.0 a 10.0 ym de
largo por 1.0 a 2.0 um de ancho (Hanson y Hilje, 1993). Al comparar estas
medidas con las determinadas en el laboratorio se encuentra que el ancho
promedio de los conidios es mayor que el reportado, no obstante, al aplicar la
desviacién estandar determinada, las medidas caen dentro del limite superior
de 2 ym. En cuanto al largo, el promedio de lo determinado en el laboratorio
cae perfectamente con y sin desviacion estandar dentro del intervalo reportado
por los mismos autores. Al comparar la morfologia de los conidios del hongo
que han sido dadas por diferentes autores se pueden describir sus conidios
como pequenas, ovaladas e insertadas en los extremos de conidioforos
verticilados y delgados (Cenipalma, 1992). La descripcién anterior coincide con
la morfologia del hongo trabajado en el laboratorio, lo cual es evidente en la
figura 13. Todo lo anterior permite corroborar la identificacion del hongo como

Verticilium lecanni.

Microsoft Word
Figura 13. Conidios de V. Lecanni vistos a 40 x en microscopio optico. Véanse los conidios

esféricos y pequefios.
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Las mediciones de las dimensiones de los conidios de Trichoderma sp no se
realizaron porque el producto es una mezcla de las tres especies mencionadas
al principio en la revision de literatura. No obstante, es importante brindar una
descripcién de su morfologia y compararla con los conidios obtenidos en el
laboratorio. Rifai (1964), menciona en las caracteristicas del género que sus
colonias pueden ser fléculos disgregados o en forma de mechones compactos,
con conidioforos complejos sumamente ramificados, cénicos o piramidales
desalineados, con fialosporas de forma subgloboso, ovoide o elipsoide, con
colores o tonos que varian desde verde grisaceo hasta verde claro, oscuro y
amarillo. La siguiente figura ilustra los conidios vistos al microscopio en el

laboratorio.

Microsoft Word
Figura 14. Conidios de Trichoderma spp. vistos a 40 x en el microscopio de luz. Nétese la
forma subglobosa de los conidios (fialdsporas en este caso) y su color verde.
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4.3.2 RASTREO DE CONTAMINANTES

Los resultados mostrados en el cuadro 13 permiten comprobar la excelencia en
el proceso que conlleva la elaboracion de los bioproductos. Generalmente el
grado de contaminacién o el tipo de contaminantes presentes en este son un
parametro ideal para definir un producto como de buena o mala calidad. Todo
tipo de producto existente que deba tener un amplio contacto con los seres
humanos, en especial con la dieta, debe cumplir parametros de inocuidad y
pureza estrictos. En el caso de los bioproductos la variable de la pureza no es
menos exigente y estricta en cuanto a la contaminacion y la carga de

microorganismos contaminantes que porta.

Las pruebas realizadas con cada uno de los productos sometidos al examen,
demuestran la casi inexistencia de microorganismos contaminantes en el
producto, pese a que el sustrato empleado en su fabricacién y el factor de
humedad dentro del empaque facilitan en gran manera el crecimiento de otros
microorganismos. Los resultados demuestran un promedio de un 100% de
pureza en el producto en cualquiera de las dos diluciones empleadas en los
ensayos. La dilucién 107 resalta el grado de pureza, pues es una dilucién
bastante baja que permite un marco de muestreo de contaminantes muy amplio
dentro de un producto (Echandi, s.f.). La dilucién 10 brinda un apoyo a la
contaminacién detectada con la dilucion anterior, ademas de brindar una idea
indirecta de la concentracion del hongo en relacibn con posibles

microorganismos invasores.

El grado de contaminacién de un producto con otros microorganismos, es
usado como un factor clave para introducir mejoras en los procesos que
conlleva una determinada produccion (OMS, s.f.). Al aplicar este principio en el
caso de todos los productos fungicos examinados se puede concluir que el

proceso productivo ademas de barato, sencillo y eficaz es también adecuado

t

para garantizar altos niveles de pureza y de inocuidad.
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Los estandares adecuados para la pureza del producto varian del 85 al 100%
segun los centros de produccion de los que se tome la informacién. Por
ejemplo los Centros de Reproduccion de Entomdéfagos y Entomopatégenos
distribuidos en Cuba brindan en sus productos una pureza del 100% vy
cualquier producto de los suyos que incumpla con el estandar determinado en
su pais, no puede ser comercializado ni distribuido a los agricultores (Ciego de
Avila. 1999). Los centros de reproduccién en todo el mundo pertenecientes al
proyecto LUBILOSA (Heviefo y Jenkins, 1998), descartan cualquier producto
que presenta algun tipo de contaminacién; su estandar es también el 100%.
Para el caso de los productos del Cenicafé (1997), el estandar fijado es del
85%, pero a un asi, la calidad de sus productos no es discutida en ninguna
parte del continente a donde sus productos son adquiridos. En otros partes del
mundo como Asia y Europa, los laboratorios reportan sus estandares que
fluctian entre el 90 y el 100 % de pureza (Jenkins y Heviefo, 1998; Ciego de
Avila, 1999; www.fao.org/docrep/t0533e/t0533e03.htm; Deshpande, 2001).

Otro factor importante lo constituye el hecho de que se debe examinar el tipo
de microorganismos contaminante. Los centros y laboratorios de produccién
mencionados coinciden plenamente en que el producto debe ser inocuo para
las plantas , animales y para el ser humano, por lo cual cualquier patégeno
para estos, no debe encontrarse nunca en el producto; en caso contrario debe
ser destruido con cuidados de aislamiento y esterilizacion. Toda la informacién
recopilada favorece el resultado de que un producto considerado de calidad
superior debe tener mas de un 85% de pureza, debe estar libre de
fitopatdgenos y de patdégenos para el ser humano y los animales, ademas de
crecer sobre un sustrato que no presente desprendimiento de sustancias

quimicas nocivas para el hombre , animales o plantas (Acribia, 1992).
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Los ensayos realizados con Trichoderma spp nos muestran un 100% de pureza
en las preparaciones examinadas. El no desarrollo de otros microorganismos
se puede atribuir ademas de lo adecuado de las técnicas de produccion a su
accién antagonista contra otros hongos de diferentes géneros. La enorme
investigacion desarrollada en el mundo entero durante casi todo un siglo,
demuestran el poder que presentan los hongos pertenecientes a este género
como productores de una amplia gama de antibidticos, y de sustancias con una
amplia accion enzimatica. Se han encontrado cerca de 10 sustancias con
acciéon antibiética no basada en enzimas, se conocen sustancias propias del
metabolismo secundario con funciéon desconocida y algunas otras con funcion
bactericida (First international Trichoderma- Tricel Join Meeting, 2002). Ademas
se han determinado muchos tipos de enzimas que abarcan una amplia gama
de sustratos. Se conoce que las diferentes enzimas producidas por
Trichoderma spp puede tener accion individual o a manera de una cascada
conjunta. Entre estas enzimas sobresalen las quitinasas, las glucanasas, las
GTPasas y las celulasas (IOBC/WPRS-EFPP, 2000). Esta capacidad de
“ataque” permite que unas enzimas actuen justamente sobre los productos de
degradacion de otras anteriormente secretadas, lo cual multiplica la gama de

sustratos que pueden ser susceptibles a la degradacion.

Si sumamos a lo anterior la agresividad en la velocidad de crecimiento que
presenta el micelio de este género, se obtiene una alta probabilidad de éxito en
la colonizacion del sustrato empleado en la produccidén del bioproducto, en
detrimento del crecimiento de otros microorganismos colonizadores, ya sean
bacterias u hongos. Esto no quiere decir que siempre se tendra éxito en la
colonizacion o produccion, debido a que una técnica deficiente en la
elaboraciéon de los productos, conlleva a un retardo en el ciclo de crecimiento
del hongo, por lo cual los productos enzimaticos y antibidticos caracteristicos
del metabolismo secundario, tardardn mas tiempo en aparecer sobre el
sustrato, por lo cual otros microorganismos de crecimiento rapido quedan en

ventaja competitiva y pueden llevar al traste con la produccion.

1

73



Los hongos entomopatdégenos presentan una baja o nula accién antibidtica,
debido a que su especialidad es la produccion de toxinas que afectan el
sistema nervioso de insectos y de enzimas que degradan las células de los
mismos; por lo cual existen una amplia posibilidad de invasion de otros
microorganismos sobre productos a base de estos hongos, no obstante la

contaminacion registrada en algunos casos fue muy baja o inexistente.

Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana presentaron un 100% de pureza
en las pruebas directas sobre los bioproductos en la dilucion 103, lo cual, a
pesar de ser entomopatdégenos, pone en evidencia que mas que la accion
antibidtica o enzimatica de cada hongo, la pureza del producto se determina
por la técnica empleada en su produccién y nos permite comprobar lo

adecuado de la misma a la hora de determinar la calidad de un producto.

Beauveria bassiana presentd un 97. % de pureza en la dilucion 107, ya que del
total de colonias crecidas en las placas, en algunas se registré una colonia de
Paecelomyces lilacinus, 1o cual brinda evidencia de contaminacion cruzada

dentro del area de produccion del laboratorio.

En el caso de Paecelomyces lilacinus la pureza determinada correspondié a
un 99%, detectdndose, de un total de 114 colonias, una colonia
correspondiente a una bacteria en la dilucién 10, este porcentaje de pureza no
obstante continua siendo muy alto y no tiene un valor significativo en la relacién
de este producto con los otros productos. La contaminacidon bacteriana en

cuanto al tipo de bacteria encontrada, evidencia un proceso de contaminacién

t

cruzada. La bacteria encontrada fue Erwinia herbicola.
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Al analizar la fuente de la cual pudo provenir la contaminacion, es necesario
indicar que el laboratorio cuenta con esta bacteria dentro de su coleccion y se
esta usando en ensayos preliminares para determinar el poder de algunas
bacterias como controladores biolégicos de otras enfermedades bacterianas,
por lo cual es altamente probable que la contaminacion sea producto de los
trabajos rutinarios de investigacién que se realizan muchas veces dentro de la
misma area de produccion, por lo cual se puede determinar como la causa de
la contaminacién el cruce en las actividades de produccion y las de

investigacion.

Verticillium lecanii presenté una contaminacion no calculable o cuantificable en
la dilucion 103, en la cual del total de colonias (incontables) aparecieron tres
colonias pertenecientes a bacterias que no se lograron identificar, unicamente
se calificaron como bacilos gram positivos. En la dilucion 10 aparecié una
colonia bacteriana idéntica del total de 52 colonias de microorganismos
presentes, lo cual permitid calificar la pureza del producto a un 98% de
presencia de V. lecanii, con una contaminacién bacteriana del 2%. La razoén
mas logica para la contaminacién es el metabolismo lento de V. lecanii, que
permite el desarrollo de bacterias oportunistas o contaminantes microbianos
que sean introducidos durante el proceso productivo dentro de la bolsa con el
producto. A pesar de lo anterior, este producto también logra cumplir con los
estandares establecidos y aceptados a nivel general. Las pruebas de pureza
son ilustradas en la figura 5, donde se muestra una repeticion de las pruebas
realizadas en la dilucién 10, Aparecen en la fotografia de izquierda a derecha:

Beaveria bassiana contaminada con una colonia de P. lilacinus; y Metarhizium

t

anisopliae demostrando su pureza del 100%.

75



Todos los bioproductos examinados cumplen con los estandares planteados al
inicio, es decir su pureza en cuanto a la cantidad de contaminantes, si no es de
un 100% se encuentra en un porcentaje cercano a él. El tipo de contaminantes
encontrados no son fitopatdégenos o patégenos de animales o seres humanos
y el sustrato usado (arroz) no es toxico. Dado todo lo anterior, la conclusion de
las pruebas de pureza, colocan los bioproductos del Laboratorio de
Fitoproteccion como de excelente calidad y altamente inocuos, lo cual

garantiza seguridad econémica vy laboral para los agricultores que los emplean.

4.4 PRUEBAS DE GERMINACION

Los resultados muestran claramente que casi todos los hongos excepto V.
lecanii tiene porcentajes de germinacioén in vitro superiores al 90% dentro de

24 horas después de ser incubados a una misma temperatura de 25° C.

Los reportes internacionales que provienen de Cuba, México , Colombia,
Canada, Alemania, Suiza, Espafia y Benin establecen para este parametro dos
valores significativos dependiendo del hongo en cuestion (Conway, 1981;
Tamara Ltd, 1989; Ciego de Avila, 1999; Cenicafe, 1997; Mc Coy, ; Deshpande,
2001; IOBC/WPRS-EFPP, 2000): para V. lecanii se ha establecido como
resultado aceptable de un 80 a un 85% de germinacion alas 24 horas; y para
el resto de los hongos trabajados en la practica se ha establecido una
germinacion del 90% como minimo para ser considerados de germinacion
adecuada. La germinacion in vitro es un parametro que permite obtener una
proyeccion de como podra ser el comportamiento del hongo in vitro, ademas de
que condiciona los requerimientos para aplicar este tipo de productos en el

campo (Cenicafe, 1997).
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Generalmente se recomiendan las aplicaciones a las 4 de la tarde, esto con el
fin de evitar la radiacion ultravioleta que afecta la germinacién de los conidios
de casi todos los hongos existentes. Se han realizado estudios que determinan
que un producto que germina in vitro bajo los valores establecidos
anteriormente, cuando es aplicado en el campo generalmente a las 12 horas
han germinado la mayoria de sus conidios, por lo cual si es aplicado en el
campo al atardecer la germinacion y el desarrollo del micelio no se vera
afectado por las radiaciones ultravioleta en los estadios de desarrollo mas
tempranos, que es cuando mas dafos ocasionan este tipo de espectros
(Obregoén, 2002).

Basados en los estandares mencionados y en los resultados obtenidos en las
pruebas de germinacion in vitro realizadas, se puede calificar los bioproductos
generados como de una buena germinacion y con resultados promisorios para
las aplicaciones in vivo dentro de fincas, aunque se debe tener en cuenta el

clima y las condiciones ambientales propias de cada region.

La division realizada en los estandares aplicables entre V. lecanii y el resto de
los hongos se debe principalmente al rango de temperaturas en que estos
pueden desarrollarse vy la especificidad a que estos se apegan a dicha
temperatura. Desde ese punto de vista se debe decir que V. lecanii disminuye
su crecimiento si se encuentra a temperaturas mayores de 22° C y reduce su
crecimiento y germinacion hasta un 80% si crece a 28° C. Este es un hongo
muy sensible al cambio de temperatura y decae notablemente pasando el
umbral de los 22° C, razén por la cual es de mucha aplicacién en climas frios

como la zona norte de Cartago, Coronado y las zonas altas del Barba de

t

Heredia.
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Por el contrario, los otros hongos de interés, trabajan a temperaturas
generalmente mayores y no son tan exigentes en cuanto a temperatura , pues
manejan con facilidad en su crecimiento un rango de entre 23 a 29° C. Debido
a lo anterior, cuando se realizan pruebas de germinacion de varios hongos a la
misma temperatura (25° C) para todos, se hace la distincion de un valor mas
bajo para V. lecanii para calificarlo de calidad aceptable en cuanto a

germinacion. Las siguientes figuras muestran la germinacién de algunos

conidios de varios hongos a las 24 horas de incubacion.
A-

Microsoft Photo Editor
Figura 15. Germinacién de conidios de V. lecanii a las 24 horas de incubacion.

A- B-

Microsoft Photo Editor
Figura 16. Germinacion de P. lilacinus (A), B. Bassiana (B) a las 24 horas de incubacion.
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Microsoft Photo Editor
Figura 17. Germinacion de conidios de Trichoderma sp a las 24 horas de incubacion.

Todas las figuras muestran observaciones microscopicas realizadas con el
lente de 40 aumentos. Las mismas muestran caracteristicas importantes de lo
que sera el micelio de cada hongo en particular; asi vemos como de la espora
mostrada de V. lecanii salen 4 hifas principales que demuestran la capacidad
de formacion de un micelio abundante que este hongo tiene y que en cierto
momento adquiere una apariencia algodonosa. La germinacién de P. lilacinus
muestra hasta 5 hifas saliendo de la misma espora que formaran otro micelio
abundante y sumamente enredado sobre si mismo. Por el contrario M.
anisopliae que unicamente presenta una hifa saliendo de su espora dando
apariencia de un organismo flagelado, esto correspondera a su micelio escaso
y de pequefio tamafo en relacion con el desarrollo de los hongos anteriormente

mencionados.

En las figuras anteriores, también se puede observar la deformacién que sufren
los conidios cuando entran en germinacion, donde en general se puede decir
que sufren alargamiento o prolongaciones en ciertas areas; en las cuales

aparecen bultos como pequefias yemas las cuales se prolongan para formar

t

las hifas y luego el micelio.
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4.5 PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE LOS HONGOS

4.5.1 PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

La especie escogida para ser parasitada en este ensayo fue el gorgojo del
arroz Sitophilus oryzae (L.) o gorgojo negro, el cual es la plaga mas destructiva
a nivel de granos almacenados. Su importancia en paises altamente
consumidores de arroz como el nuestro es enorme y por eso fue escogido para
el ensayo. El gorgojo adulto vive en promedio de 4 a 5 meses y cada hembra
pone alrededor de 300 a 400 huevos dentro de los granos durante ese periodo
a razon de un huevo por grano. Este es un insecto pequefio de color castafo,
que mide aproximadamente de 3 a 5 mm de largo y la cabeza se le prolonga en
forma de hocico delgado y largo al final del cual tiene un par de robustas
mandibulas. Los efectos del hongo sobre este insecto se pueden observar en

el cuadro 15.

Existen muchos otros reportes de insectos infestados por Metarhizium
anisopliae, donde por ejemplo en Cuba se usa como controlador del picudo
acuatico del arroz, el picudo negro del platano, el falso medidor de pastos o
mocas, los nematodos Dolichotetranychus y Floridanus, y larvas de
Phyllophaga sp, y Cosmopolitus sordidus (Ciego de Avila, 1997). Con este
ultimo se han encontrado LTs (tiempo letal medio) cercanas a los 10 dias. En
Ucrania y Benin se usa en el control de Tenebrio spp en donde se han obtenido
LTs0 que oscilan entre los 9 y los 13 dias con dosis iguales a la ensayada en
esta practica con un concentraciéon de 2.57 x 10° conidios por gramo de arroz
(Deshpande, 2001).
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En Colombia se ha encontrado atacando larvas de Glena bisulca Rindge,
Caligo sp, Aeneolamia varia ,Ancognatha scarabaeoides Burnmeiste, A.
Ustulata, Clavipalpus pos. Ursinos y el gusano de la papa Premnotrypes vorax
(Hustache) (Cenipalma, 1992). En el INA se ha demostrado su efectividad en
contra de 40 tipos de abejones, 20 tipos de larvas de mariposas, mosca blanca,
cucarachas, termitas, barrenadores de la cana de azucar y garrapatas
(Obregon, 2002).

La figura 6 construida con los resultados obtenidos, revela cosas interesantes.
Entre ellas se debe hacer notar que para el segundo dia después de la
aplicacién, se empieza a producir la muerte de algunos de los insectos mas
susceptibles de la poblacién y que la LTsy se alcanza antes de los 4 dias
después de la aplicaciéon. La idea generada por estos datos muestra la enorme
rapidez con que dicho producto puede reducir el tamano de una poblacion
plaga. La curva correspondiente a la muerte de insectos presenta varias fases
bien definidas, ademas se nota que el crecimiento en la cantidad de insectos
muertos se lleva a cabo a una tasa muy similar siempre. Se puede decir que
existe una fase estacionaria (no se observa en el grafico correspondiente) que
dura aproximadamente tres dias y que, segun Rogg y Tovar (1998),
corresponden a la entrada del los conidios del hongo dentro del cuerpo del
insecto y la producciéon de toxinas que paralizan el sistema nervioso del
insecto. Cerca del dia tres se empieza a dar la muerte de los insectos, aqui es
donde comienza una fase exponencial de muerte que culmina con el inicio de
una fase lineal en el comportamiento del parametro muerte en donde se
alcanza la LTsy, una vez pasado este punto se empieza con una
desaceleracion progresiva de la muerte, no producto de baja en la efectividad,
sino producto de la falta de insectos vivos en la camara. La velocidad con que
todos los insectos dentro de la camara humeda fueron eliminados es
impresionante tomando en cuenta que se da por relaciones entre dos seres

vivos, no entre un ser vivo frente a compuestos quimicos sintéticos.
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La muerte total de la poblaciéon permite comparar en gran medida la efectividad
biolégico con la quimica. Resulta interesante que aunque los agroquimicos
tiene tasas de velocidad mas altas que logran la muerte de un insecto en
minutos nunca alcanzan el control total de la poblacién y se hacen necesarias
nuevas aplicaciones después de algunos dias de aplicado el producto por
primera vez; debido a la degradacion y pérdida del producto en el ambiente. En
contraposicién, las aplicaciones biolégicas caen dentro de un rango de varios
dias para controlar un poblacion, pero una vez hecha la aplicacion, los conidios
restante sirven como inéculo inicial para mantener baja la poblacién de la plaga

por mas tiempo (Obregén, 2002).

En cuanto a la parasitacion se refiere, la misma empieza a los cinco dias, dos
dias después de la primera muerte de un insecto. Esta relacion de dos dias de
diferencia posteriormente se amplia hasta a tres dias de diferencia y se
mantiene asi hasta la parasitacion total de los insectos. La diferencia entre el
dia de muerte del insecto y los dias que pasan para su parasitacion se obtiene
mejor al comparar la LTsp de la muerte y de la parasitacion, la cual
corresponde a tres dias. Estos tres dias adquieren la significacién de la
velocidad en que el hongo es capaz de acabar las reservas alimenticias que
obtenia en el cuerpo del insecto, desde el momento en que produce sus
primeras toxinas dentro del insecto. Si tomamos como dosis letal recomendad
la relacion de 300 gramos del producto por cada 16 litros de agua, se obtiene
como tiempo letal medio para esta dosis, casi 4 dias para la muerte y casi 7
dias para su parasitacion. Es decir que en 7 dias se alcanzaria un nuevo ciclo
de infeccion de otros insectos con el mismo producto en una sola aplicacién,
pues la parasitacion del insecto expone nuevos conidios al ambiente, que
provocan la diseminacion del hongo de manera muy efectiva (Obregdn, 2002).
Los insectos parasitados y no parasitados se pueden observar en la figura 18;
en la cual la parasitacién se evidencia por la esporulacion del hongo dentro y

sobre el cuerpo del insecto.
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Microsoft Photo Editor
Figura 18. Gorgojo completamente parasitado y otro en proceso de parasitacion por M.
anisopliae. Es evidente el crecimiento del hongo y la esporulacién sobre el insecto.

La diferencia entre los insectos totalmente parasitados y parasitados en forma
parcial o no parasitados en el mismo tiempo de exposicion e incubacion a los
conidios del hongo se presenta sobre el insecto en forma de micelio lleno de
esporas caracteristico de este hongo, es decir, abundante y de color verde
oliva. Otra evidencia de la parasitacion es la momificaciéon del cuerpo, en la
cual el insecto se vuelve de una dureza y una rigidez mayor que la normal, esto
impide que el insecto a su muerte encoja las partes méviles de su cuerpo
(extremidades, alas, mandibulas y hocico) y que disminuya de tamafo y de
volumen, por lo cual, el insecto parasitado, mantiene su tamafo original y se

aprecia mas grande que el insecto muerto pero no parasitado.
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V. lecanii presenta en la literatura un amplio rango de hospederos entre los que
sobresalen coleopteros, dipteros, homopteros, lepiddpteros e insectos de la
orden Collembola. V. lecanii se ha reportado en muchos paises atacando
diferentes insectos, entre ellos se encuentran reportes desde Colombia donde
el Cenipalma (1992) lo menciona infestando escamas Saissettia coffeae
(Walker), Coccus viridis (Green), el gusano de la yuca Erinnys ello (L.), el afido
Myzus Persicae (Sulzer) la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum
(Westwood). Se ha encontrado también que ataca acaros, arafas, algunos
nematodos como Heterodera schachtii (Persoon)., la roya del geranio
Uromyces dianthi (Persoon) y la del cafeto Hemileia vastatrix Berk y Br. O tras
especies susceptibles en Colombia son las escamas Selenapsidus articulatus
(Morgan), Unapsis citri (Comstock), otras moscas blancas como Dialeurodes
citrifolii (Morgan) y Aleurothrixus floccosus (Maskell).

La informacién obtenida de Ciego de Avila en Cuba (1999) indica que este
hongo es usado para el control biolégico de mosca blanca, afidos, garrapatas y
Trips palmi, y en nuestro pais el INA lo recomienda contra afidos, mosca
blanca, acaros, aranas, nematodos; y como antagonista de royas y mildius

polvosos (Obregon, 2002).

El parametro de muerte generado en el ensayo (ver cuadro 16) da una idea
clara de la efectividad del producto fungico usado. Al observar la figura 7, la
curva de accion sobre la muerte de los insectos demuestra la enorme velocidad
y tasa de virulencia del hongo sobre este insecto. La curva parece reflejar
solamente dos fases bien claras. Existe una fase de latencia correspondiente a
los eventos de ingestion de conidios y produccion de toxinas como se discutio
anteriormente; esta fase duré aproximadamente tres dias hasta que se produjo
la primera muerte de un insecto. Posteriormente la segunda fase que refleja la
curva corresponde a una fase lineal de una duracion que se extiende desde el
dia 3 en que muere el primer insecto, hasta el dia 6 en que muere el ultimo
afido. La LTsp se alcanza antes de los 4 dias y medio. Esto denota la

velocidad con que se provoca la muerte de un insecto promedio de una

t

poblacién de dicha especie.
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En cuanto a la relacion de parasitacion, se debe decir que presenté un
comportamiento idéntico a la relacion de muerte de los insectos. El primer
indicio de la parasitacion de un insecto se da a los 4 dias, un dia después de la
primera muerte. La diferencia entre las LTsy de la muerte y la parasitacion
muestran la misma diferencia de un dia de ocurrencia. Este periodo de un dia,
evidencia la velocidad con que el hongo agota las reservas de energia y
alimento dentro del cuerpo del insecto hasta que deja solamente el exosqueleto
de quitina. La parasitacion total de los afidos se da a los 7 dias después de la
aplicacién del producto y como se explicd en las pruebas de efectividad de
Metarhizium anisopliae, este paso aporta un indculo secundario para controlar
y mantener baja una poblacion plaga en condiciones ambientales adecuadas.
Las diferencias entre los insectos parasitados y no parasitados se muestran a

través de la siguiente figura tomada en el laboratorio:

Microsoft Photo Editor
Figura 19. Afido parasitado y no parasitado por Verticilium lecanii. Notese el crecimiento del
micelio sobre el insecto de la izquierda.

En este caso, la parasitacion del insecto no es tan abundante, pero las motas
blancas propias del micelio de V. lecanii sobresalen en la figura donde
empiezan a cubrir el cuerpo del insecto. En este caso la muerte y el proceso de
descomposicion propiciada por el hongo dentro del cuerpo del insecto
conllevan a un fendmeno donde el cuerpo del insecto literalmente se deshace
a medida que es parasitado, inclusive se puede apreciar la pérdida de la
mayoria de las extremidades del insecto parasitado. Por lo anterior, el &fido

parasitado aparece de un menor tamafo con respecto al afido no parasitado.
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Para Beauveria bassiana los gorgojos del arroz fueron los sujetos
experimentales escogidos por las razones econdmicas expuestas
anteriormente, ademas por los multiples reportes que se tiene de este hongo

parasitando y controlando poblaciones plaga de coledpteros.

El Cenipalma y el Cenicafé de Colombia tiene numerosos reportes (1992,
1997) vy aislados de este hongo proveniente de insectos tales como Loxotoma
pos elegans, Monalonion dissimulatus en cacaoteros donde se determinaron
como dosis optimas las aplicaciones de 2.5 x 102 conidios por mililitro. Se ha
encontrado también en Matamasius hemipterus sericeus (Oliver), en el
defoliador de la palma Stenoma cecropia Meyrick, Brassolis sophorae lurida

Stickel. Ademas se han logrado la parasitacion de Sibine sp y Sibine fusca.

En Rusia se ha recomendado su uso para mas de 60 insectos, en Estados
Unidos para 170 tipos diferentes de insectos, en Cuba, México, Brasil y Bolivia
se recomienda para 50 tipos; en especial para controlar las plagas asociadas a
la cafia de azucar, banano, hortalizas y en café como controlador de la broca.
(Obregoén, 2002).

Los resultados observados en el cuadro 17 muestran los datos obtenidos de la
muerte y la parasitacion de los insectos. Al analizar el comportamiento de los
insectos muertos (ver figura 8) con respecto al numero de dias transcurridos,
se puede determinar el dia 5 como el LTsp,es decir, donde la mitad de la
poblacion murié bajo la misma dosis. Entre todos los hongos entomopatégenos
controlados en esta practica resulta ser el que tiene el LT5y mas alto, incluso al
ser comparado con la efectividad de Metarhizium anisopliae en el que utilizé la
misma especie de coledpteros provenientes del mismo lugar. No obstante la
muerte de la poblacién total es muy rapida con una duracién de 4 dias, desde
el dia dos en el que se da la primera muerte hasta el dia 6 en que muere el
ultimo insecto en la camara. Este detalle es importante ya que la velocidad de
muerte de la poblacion total es igual que la obtenida en las pruebas con
Verticilium lecanii y es aun mas rapida en comparacion con las pruebas de

Metarhizium anisopliae, a pesar de tener un tiempo letal medio mayor que

Y .

estos otros hongos.



Este detalle nos permite deducir que, después de alcanzada la muerte de la
mitad de la poblacidon, Beauveria bassiana incrementa la velocidad con que
provoca la muerte de los insectos, a diferencia de los otros hongos
mencionados, los cuales desaceleran la velocidad con que provocan la
mortalidad. Este detalle es mas facil de visualizar a través de la observacion
de la magnitud que presentan las pendientes de las lineas que describen el

comportamiento de la mortalidad en las figuras 6,7 y 8.

El proceso de parasitacion provocado, presenta un comportamiento inestable
con aceleraciones y desaceleraciones en el ritmo alcanzado. El proceso
empieza en el dia 5 y dura menos de 2 dias en alcanzar el LTso y es el hongo
que presenta en este caso, el menor tiempo de parasitacién de la mitad de la
poblacion y el segundo en el caso del tiempo de parasitacion de la totalidad de
la poblacién, pues V. lecanii se encuentra en primer lugar en este caso. A lo
largo del comportamiento de la parasitacion se nota como la diferencia entre
los dias en que el insecto muere vy los dias que tarda en ser parasitado es muy
irregular pues inicialmente la diferencia es de 3 dias, a medida que el tiempo
avanza y se alcanza el tiempo de parasitacion de la mitad de la poblacién el
tiempo disminuye hasta cerca de 1.5 dias, para luego volver a ensancharse
hasta alcanzar 4 dias de diferencia en la parasitacion de la totalidad de la
poblacion. Es importante notar la total oposicién de la linea que describe el
comportamiento de la mortalidad con respecto a la linea que describe el
comportamiento de la parasitacién, donde forman una especie de imagen de
espejo claramente definida. La parasitacion del gorgojo por Beauveria bassiana
es muy evidente en la figura 20, la cual muestra como el cuerpo del insecto a
sido cubierto por el micelio del hongo, a la vez que éste ultimo empieza a entrar

en la fase de esporulacion al agotar las reservas del cuerpo del insecto.
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Microsoft Photo Editor
Figura 20. Insecto parasitado y no parasitado por B. bassiana. Véase las dos fases del ciclo
de vida que se presentan en el insecto parasitado.

El insecto parasitado presenta una particularidad que es importante hacer
notar: presenta al hongo en dos fases de su crecimiento; la primera la
observamos sobre el hocico en forma de cono del insecto en la cual se aprecia
la forma algodonosa del micelio blanco propia de la fase estrictamente
vegetativa; la segunda se presenta en la parte baja del insecto donde se
observa la esporulacién del hongo determinada por la coloracion crema vy
apariencia polvorienta del hongo. Esto hace presumir que la colonizacion del
cuerpo del insecto inici6 de primero o fue mas rapida en la parte baja del
cuerpo que en la parte superior correspondiente al hocico, por lo cual esta

ultima presenta el hongo aun en etapas tempranas de su ciclo de vida.

La especie de nematodos usada en las pruebas de efectividad de
Paecelomyces lilacinus fue identificada como perteneciente al género
Trichodorus segun la clave fotografica de identificacién de nematodos de Mai y
Lion, (1975). Este nematodo generalmente se encuentra atacando raices
suculentas y produce problemas de sistemas radicales poco desarrollados (Mai

y Lion, 1975).
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Se tienen reportes de la efectividad de Paecelomyces lilacinus actuando en
Cuba, Colombia, Australia y algunos paises europeos como Alemania, Espafia,
Ucrania, etc; contra nematodos de diferentes especies y medios de vida
(Obregdn, 2000).

Al observar la figura 9, la cual muestra el comportamiento de la relacion
establecida, se puede ver como para el parametro de mortalidad de insectos la
primera muerte se da cerca del dia 2 y se logra el exterminio total de la
poblacién antes del dia 9, lo cual brinda un rango de una semana para
controlar la poblacion. El tiempo letal medio LTsp, es decir cuando se alcanza la
muerte de la mitad de la poblacién, se alcanza a los 6 dias y medio, solamente
4 dias después de iniciar la muerte del primer insecto, lo cual implica una
velocidad aceptable de mortalidad. Si se observa la linea descrita en la figura,
se puede apreciar lo sostenido del avance en la mortalidad de los insectos, no
obstante se pueden apreciar que del dia 2 al dia 4, al igual que del dia 7 al 9 se
presentan dos fases muy lineales que representan una aceleracion constante
en la velocidad de muerte de los nematodos. El periodo comprendido entre el
dia 4 y el dia 7 es muy irregular, incluso se puede observar una leve tendencia

a la desaceleracion del proceso de mortalidad cerca del dia 6.

Para los procesos de parasitacion desencadenados, la figura 9 muestra como
el primer individuo parasitado aparece en el dia 4, dos dias después de la
primera muerte. Al llegar el dia 10 la parasitacion no se ha dado en el 100% de
los nematodos, sino que alcanza solamente a 25 de los 30 individuos, lo que
corresponde, segun el cuadro 18, al 83.3%. El tiempo de parasitacion media
(PTsp) obtenido es de 7.5 dias, un dia mas tarde que el tiempo de mortalidad
medio. Al comparar el tiempo medio de mortalidad y el tiempo medio de
parasitacion, se puede inferir que la aceleracion fue mayor en el caso de la
parasitacion que en el caso de la mortalidad, lo que viene a ser corroborado por

la figura 9 que muestra una pendiente mayor en la parasitacion durante los

1t

primeros 7.5 dias.
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Esta pendiente observada es muy constante durante casi todo el periodo de la
prueba, lo que indica una mayor estabilidad en la velocidad y aceleracién del
proceso de parasitacion en comparacion con el proceso de mortalidad. A pesar
de eso, en el dia 9, la linea de parasitacién sufre un quiebre muy sensible
donde pierde mucha de la velocidad, lo que parece indicar la entrada a una
fase estacionaria o de decadencia, de la cual no se tiene evidencia debido al
limite de tiempo de la prueba.

La figura 3 ilustra la parasitaciéon de un nematodo, el cual ha sido practicamente

despedazado por la salida de las hifas y las esporas del hongo.

Microsoft Photo Editor

Figura 21. Trichodorus spp parasitado por Paecelomyces lilacinus. Los acumulos negros
corresponden a agrupaciones de conidios, y en el fondo se observa el nematodo
en un estado muy degradado debido a la germinacién del hongo dentro de su
cuerpo. Obsérvese el ano completamente degradado y con algunas hifas saliendo
de él.
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4.5.2 PRUEBAS DE EFECTIVIDAD DE HONGO ANTAGONISTA

Los datos mostrados en el cuadro 19 permiten observar el crecimiento que
presenta Trichoderma spp con respecto a la mayoria de los hongos patégenos
de plantas probados en el ensayo. Dadas las condiciones de igualdad con que
cada hongo inicia su crecimiento, es sorprendente la velocidad que desarrolla
este hongo para extender su micelio aun en presencia de otros hongos. Al
analizar el desarrollo del crecimiento del micelio de cada hongo, es importante
hacer notar el poco desarrollo que tiene los patégenos, excepto por Sclerotium
rolfsii, hongos como Phythopthora spp son de una velocidad muy lenta como
para competir con Trichoderma spp, de tal manera que para el dia 4 ya este

hongo alcanza mas de la mitad de la distancia disponible para extenderse.

El papel en la naturaleza de estos patdégenos es muy importante, ya que
constituyen la causa de algunas de las enfermedades mas severas de las
plantas, o son la causa de variadas enfermedades en un amplio rango de
hospederos, por lo cual se consideran patégenos muy importantes vy de

efectos negativos a escala mundial.

Empezando por Phythopthora spp, a este género pertenecen por lo menos 15
especies fitopatdgenas; algunas de las cuales son muy especificas en cuanto a
sus hospedantes, pero la mayoria tiene un amplio rango de hospederos a los
que pueden infectar. Se le puede encontrar atacando desde plantulas de
hortalizas anuales o de ornato hasta arboles forestales y frutales ya maduros.
Los principales sintomas de las enfermedades que producen en la mayoria de
los casos son pudriciones de la raiz, ahogamiento de plantulas, pudriciones de
tubérculos, cormos y bases de tallos. Algunas especies causan pudriciones de
frutos, yemas, e incluso tizones que atacan follaje, ramitas jovenes vy frutos.
Para nuestro pais, es de especial importancia el tizén tardio de la papa
ocasionado por P. infestans, donde los sintomas se manifiestan primero como
manchas en los bordes de las hojas, luego se extienden formando zonas de
color café y poco a poco avanzan pudriendo foliolos, peciolos y si no se ejerce

algun tipo de control se termina en una pudricién de la planta, en especial de

t .

los 6rganos tiernos y aéreos (Agrios, 1998).




Collectotrichum spp es reconocido mundialmente como productor de varios
tipos de antracnosis, la cual es una lesidn necrética que parece una ulcera
profunda en tallos, frutos, hojas y flores. Las plantas hospedantes principales
para ese hongo son los cereales, los pastos, cucurbitaceas, berenjena, tomate,
pimiento, espinaca, nabo, coliflor, citricos, higuera, olivo, aguacate, y de
especial interés en nuestro pais para la cebolla y el frijol (Agrios, 1998).

Corticium spp es un patégeno de mucha importancia no tanto a nivel agricola
como a nivel pecuario, debido a que produce la enfermedad del filamento rojo
de los pastos, sin embargo es un patdégeno muy dificil de eliminar de los suelos.
Con respecto al ultimo patégeno ensayado S. rolfsii, el género al cual
pertenece esta vinculado a enfermedades que producen el ahogamiento de
plantas, la cancrosis del tallo, el tizon de la corona y las pudriciones de la raiz,
corona, bulbos, tubérculos y frutos. Debido al ataque de estos se producen
enormes pérdidas en hortalizas y frutos carnosos. S. rolfsii reviste especial
importancia en nuestro pais como patdégeno muy efectivo del tomate. La
infeccion comienza con una mancha café que aparece sobre el tallo suculento
y por debajo de la superficie del suelo, el tallo comienza a marchitarse junto
con las hojas y éstas empiezan a desprenderse, por ultimo el micelio blanco
comienza a extenderse hacia las lesiones y hacia las raices donde destruye el
sistema radical y los tejidos que llega a cubrir (Echandi, s.f., IOBC/WPRS-
EFPP, 2000; Agrios, 1998). Este hongo sorprende por su velocidad de

infeccion y el crecimiento agresivo de su micelio sobre una planta.
Pese a la agresividad atribuida mundialmente a los patdogenos usados en el

ensayo los resultados en las pruebas de efectividad permiten colocar a

Trichoderma spp como una hongo antagonista de importancia y aplicaciéon en

1

el caso de muchas enfermedades.
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La siguiente figura muestra inhibiciones parciales y totales provocadas por

Trichoderma spp al interactuar con cada uno de los patégenos.

Microsoft Word
Figura 24. Inhibicion del crecimiento del micelio de los hongos por Trichoderma spp cuando se
encuentran en la misma placa bajo las mismas condiciones de crecimiento.

La placa petri que contiene la prueba contra S. rolfsii es la que se ubica arriba a
la izquierda; donde se puede decir que la inhibicidn causada por Trichoderma
spp durante los 7 dias de crecimiento logré disminuir el crecimiento del hongo
en un 60%, si tomamos los testigos como el 100% del crecimiento miceliar. No
obstante la verdadera significaciéon de la prueba se asume que en realidad
Trichoderma spp solamente consigue un crecimiento del 60% de la placa,
mientras que S. rolfsii consigue un 40 % del total del espacio disponible en la
placa. Esto significa que los dos hongos presentan el crecimiento mas parejo
de los ensayados, y que S. rolfsii es bastante resistente al ataque de

Trichoderma spp.
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La figura muestra que justo entre el frente de expansion del micelio de
Trichoderma spp y S.rolfsii se encuentra una zona de inhibicion que se puede
presumir en disputa, lo cual es una evidencia de lo fuerte de la lucha
enzimatica y antibidtica que estan librando las hifas de colonizacién de ambos
hongos. De los hongos probados S. rolfsii resulté ser el mas resistente a los

mecanismos de antagonismo de Trichoderma spp.

La placa de arriba a la derecha (figura 24) es la imagen de la prueba contra
Corticium spp. Se puede apreciar como se ha dado una inhibicién de cerca del
90 % del patdégeno con respecto al crecimiento de su correspondiente testigo.
El area que ocupa el patégeno es de cerca del 10% del area de placa, lo cual
lleva a concluir que fue seriamente afectado por el antagonismo de
Trichoderma spp. Inclusive se nota como las hifas de Trichoderma spp
empiezan a subirse ya sobre el disco que contenia el in6culo inicial del
patogeno, por lo cual es presumible que de haber dejado la placa unos dias
mas en la incubadora Trichoderma spp terminaria eliminando completamente
a Corticium spp. Este resultado es una muestra promisoria de lo que el
antagonista producido en el INA podria hacer con el hongo aplicado en el

campo para el saneamiento de areas pastosas.

La prueba contra Collectotrichum spp se muestra en la placa de abajo a la
izquierda (figura 24), donde se podria calcular un 85% de inhibicion del
crecimiento del patdégeno en el area de la placa. Es notorio como las hifas del
hongo antagonico tiene completamente rodeado al patégeno el cual empieza a
padecer de una especie de ahogamiento. Se nota como el frente de expansion
de Trichoderma spp se encuentra muy activo por medio de la evidencia que
brinda la coloracion amarilla, clasica del crecimiento vegetativo inicial de las

hifas en desarrollo de este hongo, por lo cual es también posible prever la

1

eliminacion total del hongo en unos pocos dias mas.
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Con respecto a la prueba realizada contra Phythopthora spp, los resultados se
exponen de manera evidente en la figura 24. Toda la placa esta completamente
cubierta por Trichoderma spp y no queda rastro del patégeno, ni siquiera en el
disco del in6culo inicial. La contundencia con que Trichoderma spp logré
eliminar completamente al patégeno brindan una visién clara del potencial de
este antagonista en la lucha contra las enfermedades producidas por este
patdogeno y expuestas anteriormente. Debido a estos ensayos Phythopthora
spp se colocé como el género patégeno mas susceptible al ataque de las
enzimas Y antibidticos del género Trichoderma spp.

La eficacia del hongo Trichoderma spp producido por el INA tiene numerosas
razones de ser en el metabolismo de las especies de este género que son
antagonistas. Dentro de este género las principales son T. viride, T. hamatum,
T. harzianum, T. reesei, T, lignorum, T, konigii, y T. polysporum; pero existen
muchas especies pertenecientes al género Trichoderma spp, muchas de las
cuales se clasifican como antagonistas, y otras que no tiene efecto alguno

sobre otros hongos (Obregdn, 2002).
Todas las especies antagonistas comparten su capacidad de fabricaciéon en
metabolismo secundario de sustancias antibidticas con accion enzimatica que

degradan carbohidratos estructurales de otros organismos (Madigan et al,
1999).
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Se han logrado aislar sustancias antibiéticas tales como Trichodermin,
Suzukacilina, Alameticina, Dermadina, Penicilina, Trichotecenosa,
Tricorzianinos y Gliotoxina. lida y sus colaboradores (1995), han dividido estas
sustancias de las especies de Trichoderma sp en dos tipos principales: los
compuestos aromaticos simples entre los que sobresalen los pyrones (Hanssen
and Hurbasch, 1990) y los butenolidos; y como segundo tipo los
isocianometabolitos que son compuestos de bajo peso molecular. La capacidad
de produccion de estos tipos de compuestos se evidencia por la cantidad
aislada hasta el momento, donde ya se contabilizan un poco mas de 125
sustancias extraidas de los géneros Trichoderma spp y Gliocladium spp
(Harman y Kubicek, 1998).

La antibiosis es un proceso que conlleva al antagonismo entre especies por
diferentes y complicadas vias, no obstante para Trichoderma spp se han
descrito mecanismos basados en algunos casos en la liberacién de toxinas de
Trichoderma spp que estimulan centros receptores especiales no identificados
en el hospedero lo cual desencadena una respuesta de liberacion de enzimas
autoliticas por parte del hongo hospedero, lo cual conduce a su autoeliminacion
(Obregoén, 2002). Este proceso se podria caracterizar como un suicidio

estimulado.

Otra via desencadenada por la antibiosis en Trichoderma spp, y al parecer la
mas comun y eficiente es realizada de manera heterolitica por sustancias
altamente cargadas de enzimas que degradan la pared celular del hospedero.
El proceso se puede llevar acabo por diferentes antibiéticos de manera que los
antibidticos volatiles tiene un efecto fungistatico debilitando paredes del
hospedero y haciéndolo mas sensible y permeable a antibidticos solubles
(Harman y Kubicek, 1998).
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Un mecanismo opcional a la antibiosis es el micoparasitismo, donde
Trichoderma spp ejerce presiones mecanicas Yy enzimaticas sobre las hifas y
esclerocios del hongo fitopatogeno, esto gracias a un sistema de
reconocimiento inicial de los azucares de la pared del antagonista donde se
supone interviene un ordenamiento especial de las lecitinas de la pared del
patdégeno, lo cual desencadena una cascada enzimatica que conlleva a la

hidrdlisis de hifas y esclerocios patégenos (Obregén, 2002).

Sea cual sea la via usada para establecer la relacion de antagonismo del
Trichoderma spp con respecto a algun hongo patdégeno es de vital importancia
el papel que juegan las enzimas liberadas. Los tipos mas abundantes y
comunes en las especies antagonistas de este hongo como ya se ha
mencionado son las celulasas, xilasas, quitinasas, pectinasas, glucanasas y
glucosidasas (PHC, 2002).

Estudios bioquimicos realizados por Wood y Garcia en 1990 sobre T. reesei
proponen que la celulosa y la quitina de la pared de los hongos patégenos es
degradada debido a la accion de las celulasas que atacan los enlaces 3 — 1,4
glucosidicos, pero que la degradacion la realizan dos tipos especificos de
celulasas que actuan en conjunto y de manera ordenada, donde el sustrato de
una es el producto de la reaccion enzimatica anterior; de esta manera
proponen dos tipos de estas, las endoglucanasas y las exoglucanas, que
difieren con respecto a si atacan solo en los extremos de las cadenas del
carbohidrato (exo) o si realizan los cortes en cualquier sitio dentro de la cadena

del mismo (endo). La figura 25 muestra la estructura de una exoglucanasa

segun la Dr. C. Divne (1991).
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Imaging para Windows
Figura 25. Estructura simplificada de la proteina exoglucanasa CBH | de T. reesei. Tomado de
Divne et al. (1994).

Divne y sus comparieros en 1994, al igual que la investigadora Ana Koivula en
el 2000 (PHC, 2002) con base en estudios de cristalizacion de la enzima
dilucidaron su estructura y propusieron un modelo que liga la estructura con su
funcion. La estructura propuesta se basa en una proteina compuesta de tres
porciones peptidicas: un dominio catalitico que ocupa la mayor parte del
volumen de la proteina, un dominio de menor tamario el cual es denotado como
CBD y un linker o péptido de uniéon de ambos dominios. EI dominio catalitico se
le achacan las funciones cataliticas de la degradacion de celulosa y
hemicelulosa, el CBD es el dominio encargado de unirse a la celulosa que
posteriormente sera degradada en el dominio catalitico. El péptido de unién ha

mostrado como unica funcién mantener la estructura integral de la proteina.
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La caracteristica principal del domino catalitico es que posee un tunel donde en
realidad los dimeros de celobiosa son catalizados de la cadena de glucosa. Se
ha demostrado que en las dos principales celulasas de T. reesei la Cel 6A y la
Cel 7A el dominio catalitico poseen un tunel para la unién y catélisis de
moléculas de sustrato. El tunel del dominio catalitico de Cel 6A presenta 4
cavidades internas en el tunel para unidades individuales de glucosa, ademas
de sitios adicionales a la entrada del mismo. El tunel del dominio catalitico de
Cel 7A presenta sitios internos para mas de 10 unidades de azucar. La posicion
del tunel, su configuracién y las entradas a él determinara la proteina como exo
o endoglucanasa. En la figura 25 el tunel aparece representado como un
asterisco. Para observar su configuracion tridimensional en el dominio catalitico
de la CBHI de T. reesei es conveniente observar la proxima figura, donde el

tunel aparece en el centro del dominio catalitico.

Imaging para Windows
Figura 26. Tunel tridimensional en el dominio catalitico de la CBHI. Tomado de Divne et al.
(1994).

El modelo general para la degradacion de celulosa propuesto se ha estudiado
sobre estructuras de celulosa cristalinas por Stahlberg y su grupo (1996), lo

cual confirmé y completé lo que Wood y McCroe habian propuesto en 1979,

1

entre otros importantes investigadores.

99



El modelo implica un ataque ordenado y multiple de exoglucanasas y
endoglucanasas. Se ha propuesto que el primer ataque es realizado por la
glucanasa 1,4- B- D- glucancelobiohidrolasa que ataca los finales de las
cadenas de celulosa dentro de su tunel. Después la endoglucanasa 1,4- - D-
glucan — 4- glucanohidrolasa realiza cortes amplios en el medio de las cadenas
formadas de manera que se producen nuevos extremos para el ataque de las
exoglucanasas. Finalmente los residuos de celobiosa y otros oligosacaridos
son degradados y convertidos por inversion de enlaces hasta glucosa por las -
glucosidasas. La degradacién de la cadena de glucosa en dimeros por las
exoglucanasas correspondiente al primer paso de este modelo general se

puede profundizar aun mas a través de la siguiente figura.

———

Fi]

Imaging para Windows
Figura 27. Esquema de la accién de las glucosidasas sobre cadenas de celulosa. Las figuras
presentan la enzima con su tunel abierto y con una cadena de celulosa siendo
catalizada en su interior. El modelo simplifica enormemente el proceso real.
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En el paso 1 se da la hidrélisis del primer enlace B- 1,4-glucosidico, el dimero
resultante es celobiosa o un trimero nombrado celotriosa que ha sido
hidrolizado del final de la cadena. En el paso 2 el disacarido resultante es
liberado mientras que el resto de la cadena permanece unida a la enzima a
través de interacciones con los subsitios del tunel. En el paso 3 el final de la
cadena es movido hacia adentro del tunel por un mecanismo desconocido para
un nuevo proceso hidrilitico. De esta manera se continua hasta formar dimeros

de facil ataque por - glucosidasas.

Las enzimas glucosidasas de esta especie son las mejor estudiadas hasta el
momento pero es muy probable que enzimas presentes en otras especies de
este género funciones de igual manera. Es importante decir que existen otros
muchos tipos de enzimas involucrados en la degradacion de diferentes
carbohidratos estructurales de paredes celulares de hongos y vegetales,
ejemplo claro de esto son los hallazgos de xilosidasas, arabinofuranosidasas,
glucuronidasas, esterasas, manasas, galactosidasas y
acetilglucomanasaesterasas. Sin embargo por el momento es desconocida las
vias de reaccion de estas enzimas y su bioquimica estructural y de

funcionamiento (Harman y Kubicek, 1998).

Las pruebas efectuadas permiten colocar los productos de Trichoderma spp
pertenecientes al laboratorio de Fitoproteccién del INA como provenientes de
especies eficientes en el control de algunos hongos patdégenos de plantas
como los ensayados en la prueba, aunque se debe tener en cuenta que estas
especies antagonistas son recomendados para el control de muchos otros

hongos fitopatdgenos.

Si bien no existe un estandar internacional sobre pruebas de efectividad de
este tipo es importante reconocer el control que el producto ejerce sobre
patdgenos muy problematicos y eso es digno de tener en cuenta en los

ensayos de control de calidad de bioproductos realizados en cualquier estudio.
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5- CONCLUSIONES

1- La elaboracion de bioproductos a base de hongos entomopatdégenos y
antagonistas es una tecnologia de facil acceso y produccién, que si se ejecuta
de manera correcta permite obtener un producto de calidad aceptable para ser
aplicado en el control biologico. Esto constituye una opcién barata para los

productores interesados.

2- El apego por parte del personal involucrado en la creacién de dichos
productos al diagrama de flujo propuesto y su revisién periddica, permiten
obtener estandares de produccién altos con bajas tasas de productos

contaminados y materias primas desperdiciadas.

3- La concentracion de conidios en los productos del INA se encuentra en un
buen nivel, lo que podria significar la inoculacién eficiente con los
microorganismos bajo condiciones normales a la hora de ser probados en los

campos de cultivo.

4- Las pruebas de pureza evidencian productos que cumplen estrictos
estandares de produccion a nivel mundial, no obstante se deben buscar
opciones para disminuir los riesgos de contaminacion cruzada que constituye la

principal fuente de contaminacion de los productos dentro del laboratorio.

5- La viabilidad de los productos demuestra parametros de calidad elevados.
La rapida germinacién observada coloca al producto en una ventaja competitiva

contra las condiciones ambientales normales del pais.
6- La eficiencia de los hongos en contra de los organismos que sirvieron de

blanco, demuestran la calidad y la patogenicidad contra ese organismo en

particular bajo las condiciones dadas.
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7- Las pruebas de eficiencia demuestran que los productos biolégicos no
pueden compararse en efectividad en cuestion de tiempo con los pesticidas,
pues estos ultimos son mas rapidos en su accion. A pesar de eso, la
parasitacion de un solo individuo plaga brindara un inéculo permanente del

hongo, lo cual ayudara de manera preventiva nuevos ataques de la misma

plaga.

8- Dado que el producto es basado en la accién de seres vivos, los productores
deben ser capacitados en cuanto a transporte, almacenamiento, manejo y
aplicaciones de estos bioproductos; esto con el fin de aumentar la eficiencia

que podrian mostrar en el campo.
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6- RECOMENDACIONES

1- Para facilitar los muestreos y los controles de calidad de los productos se
deberian crear cddigos y registros de la produccion. Dichos codigos pueden
incluir el nombre de la cepa, el numero de cambios que sufre en el banco de

cepas, la placa madre de la que se obtiene las matrices y el numero de bolsa.

2- Con una revision en las técnicas de produccion y un mejoramiento en el
control de la temperatura en el cuarto de crecimiento, es posible mejorar la

concentracion de conidios dentro del producto que se mantiene en las bolsas.

3- Es conveniente separar las areas de produccidn e investigacion; esto para

disminuir los riesgos de contaminacion cruzada.

4- El escalado en el uso de las cepas con que cuenta el laboratorio, permitira
disminuir la variacién genética y la mezcla de cepas que se puede dar en el

producto.

5- Se puede programar la produccién realizada en un mismo dia, de manera
que se trabajen primero los hongos y las cepas menos contaminantes para

otros hongos.

6- Seria conveniente medir en futuras pruebas de germinacién la velocidad de
germinacion. Esto se lograria mejorando la metodologia empleada en la prueba

y tomando mediciones a intervalos cortos de tiempo.
7- Un parametro deseable de obtener es la efectividad de los productos in vivo,

para lo cual se recomienda realizar un programa de ensayos de campo cada

cierto tiempo.

1
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