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Resumen
Las rosas representan uno de los cultivos mas importantes en el pais, siendo T. urticae la
plaga mas recurrente en rosas, dejando grandes impactos negativos en esta plantacion,
hongos entomopatégenos como B. bassiana son prometedores para el manejo integrado de
plagas, donde se busca un control eficiente con menor impacto medio ambiental. En el
presente trabajo se evalud un aislado de B. bassiana activado sobre la plaga T. urticae, este
fue identificado mediante claves macroscépicas y microscopicas, ademas de un analisis
molecular. La fermentacion liquida de B. bassiana permitié tener la disponibilidad del
entomopatégeno a concentracion de 1.5x10° con sacarosa al 3% p/v como fuente de carbono
y sales basales que ayudaron a su crecimiento, se realizaron bioensayos a nivel de laboratorio
gue permitieron conocer la susceptibilidad de T. urticae al hongo, la concentracién letal 50
para la mortalidad de T. urticae por B. bassiana es de 5,42E+07, el mayor porcentaje de
mortalidad fue superior al 50% a concentraciones 108, ademas de la reduccién de la
oviposicién en un 97% a la misma concentracion, también se concluy6 que la presencia de
guitina en los medios liquidos mejoré la patogenicidad de B. bassiana sobre T. urticae, siendo

la quitina coloidal el sustrato que permitié una mayor concentracién de enzima extracelular.

Palabras Claves: Entomopatégenos, Control biol6gico, Conidios, Quitina
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Abstract
Roses represent one of the most important crops in the country, being T. urticae the most
recurrent pest in roses, leaving great negative impacts on this plantation, entomopathogenic
fungi such as B. bassiana are promising for integrated pest management, where it is sought
efficient control with less environmental impact. In the present work, an isolate of B. bassiana
activated on the pest T. urticae was evaluated, it was identified by means of macroscopic and
microscopic keys, as well as a molecular analysis. The liquid fermentation of B. bassiana
made it possible to have the availability of the entomopathogen at a concentration of 1.5x109
with 3% w/v sucrose as a carbon source and basal salts that helped its growth, bioassays
were carried out at the laboratory level that allowed knowing the susceptibility of T. urticae to
the fungus, the lethal concentration 50 for mortality of T. urticae by B. bassiana is 5.42E+07,
the highest percentage of mortality was higher than 50% at concentrations 108, in addition to
the reduction of oviposition in 97% at the same concentration, it was also concluded that the
presence of chitin in liquid media improved the pathogenicity of B. bassiana on T. urticae,

colloidal chitin being the substrate that allowed a higher concentration of extracellular enzyme.

Key Words: Entomathetics, Biological Control, Spore, [Chitin
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Capitulo I: Introduccion
Formulacion del Problema
Segun la Corporacién financiera nacional (2021), Ecuador posee alrededor de 237
empresas dedicadas al cultivo de flores, las cuales ocupan una superficie de 4 930
hectareas. En un 67% de estas se cosechan Rosas Rosa spp, que en su mayoria son
exportadas a destinos en el extranjero, principalmente Estados Unidos y diferentes paises

en Europa, haciéndolo uno de los cultivos de mas importancia en el Pais.

Sin embargo, el cultivo de rosas es susceptible a diferentes enfermedades, por la
presencia de hongos, bacterias y artropodos. La arafia roja de dos puntos Tetranychus
urticae es una de las plagas econdmicamente mas representativas del cultivo de flores tanto
en invernadero como en campo abierto. El uso intensivo de acaricidas junto con el corto
periodo de vida y abundante descendencia, resulta en el rapido aparecimiento de
poblaciones resistentes que dan problemas de persistencia, o que nos lleva a buscar

alternativas para el tratamiento de esta plaga (Ho Kwon et al. , 2015; Chacon et al. , 2020).

Justificacion del Problema

Las practicas agricolas actuales consideran necesario el uso excesivo de
agroquimicos para lograr cumplir los objetivos de produccion, es de conocimiento publico
gue el uso desmedido de los mismos, afecta a la salud humana, vida silvestre y medio
ambiente (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Organizaciones como FAO/OMS cada dia
imponen sistemas mas rigurosos para limitar el uso de pesticidas e insecticidas con la
finalidad de reducir y prevenir el impacto negativo en el medio ambiente (Varona et al. ,
2005; Toumi et al. , 2017). Incluso la normativa ecuatoriana sugiere que para el tratamiento
de plagas en los cultivos se debe priorizar el uso de agentes, fisicos, mecanicos y bioldgicos

antes de los quimicos.

En busca de soluciones con una mejor sinergia con el medio ambiente a bajo costo,
el control biolégico atrae gran atencion. El concepto base es utilizar microorganismos

benéficos para reducir la densidad de plagas invasoras, manteniendo relaciones simbioticas
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con los cultivos de interés. Los controles bioldgicos ademas crecen segun la densidad del
objetivo de tal manera, que si la plaga se extiende el control biolégico se extiende y si la
plaga disminuye el control biolégico también lo hara. Es imprescindible mencionar que con
un correcto manejo resultan inofensivos para el ser humano. Este conjunto de

caracteristicas refleja una clara ventaja sobre los agroquimicos (Lambert , 2010).

El hongo entomopatégeno B. bassiana, es capaz de colonizar a mas de 700
especies de artropodos incluidos acaros y trips, los que actualmente representan el mayor
problema de plagas en el cultivo de rosas de invernadero (Dannon et al., 2020). Ademas, es
un medio de control ambientalmente amigable, del cual Unicamente se han reportado
incidentes leves como reacciones alérgicas en personas que manipularon el hongo de
manera inadecuada, siendo esto una ventaja sobre el uso de agroquimicos, mas en
Ecuador donde se conoce que sélo dos de cada diez productores agricolas han sido
capacitados para el uso y manejo de insumos agricola y mas del 34% de las personas

responsables de la aplicacion de suplementos son jornaleros (Mollacana y Gonzales, 2020).

La colonizacion de los insectos por B. bassiana se ve favorecida por la presencia de
enzimas y metabolitos secundarios. Enzimas de especial interés como las quitinasas,
capaces de hidrolizar la quitina presente en el exoesqueleto de artrépodos, son producidas
por este hongo, haciéndolo un prometedor agente de biocontrol (Van Driesche y Abell,

2008).

La viabilidad del uso de controles biolégicos como B. bassiana, a bajo costo y de
facil manutencion esta en desarrollar un proceso de produccion que nos permita obtener
altas concentraciones de hongo cuidando la presencia de metabolitos secundarios que
aumenten su patogenicidad contra los insectos invasores. Este entomopatégeno ha sido
producido por fermentacién en estado soélido, fermentacion en estado liquido y fermentacion
difasica, Beauveria reporta un crecimiento éptimo en bolsas de arroz, siendo un método
eficiente, de bajo costo y estudiado ampliamente (Bautista et al., 2018), no obstante, la

fermentacion en estado liquido recientemente estudiada promete iguales o superiores
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rendimientos, con propagulos infecciosos activos como blastosporas y conidios sumergidos.
Ademas, este método busca mejorar los procesos de separacion o cosecha, que resultan

una desventaja cuando el hongo crece junto a una matriz sélida.

Objetivos
Objetivo general
e Evaluar la produccién de Beauveria bassiana por fermentacion en medio liquido para

control bioldgico de Tetranychus urticae, plaga del cultivo de rosas.

Objetivos Especificos

e Caracterizar a nivel morfolégico y molecular el hongo B. bassiana activado sobre la
plaga T. urticae recolectada de la floricola BellaRo S.A. ubicada en Tabacundo,
cantdén Pedro Moncayo, provincia Pichincha.

¢ |dentificar entre azUcar, melaza y licor fermentado de cafia la fuente de carbono
Optima para la fermentacion liquida de B. bassiana.

e Determinar si la presencia o ausencia de fuentes de quitina en los medios de cultivo
influyen en la actividad enzimatica de quitinasas extracelulares de B. bassiana.

o Demostrar el antagonismo de B. bassiana sobre T. urticae, mediante bioensayos a
nivel de laboratorio.

e Plantear un proceso productivo de B. bassiana que permita la disponibilidad del

mismo

Capitulo Il: Marco teérico
Plaga: Acaro Tetranychus urticae
Mas conocidos como acaros arafia de dos manchas, siguen siendo la plaga mas
importante en rosas de invernadero. Su ciclo de vida se desarrolla dentro de 7 — 8 dias a
27,5 - 32,5°C y bajo humedad (55-60%), en climas frios el ciclo de vida puede aumentar

alrededor de 14 dias, consta de cinco fases de desarrollo; huevo, larva, protoninfa,
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deutoninfa y adulto, estas incluyen tres periodos de inactividad (protocrisalis, deutocrisalis y

teliocrisalis) donde carecen de sensibilidad al acaricida (Edde, 2022).

Poseen un ciclo de vida corto y alto potencial reproductivo lo que provoca resistencia
a muchos métodos de control quimico, ademas, de una facil distribucién a lo largo de la

planta (Chacon et al., 2020).

Cuando son adultos desarrollan dimorfismo sexual donde las hembras son
ligeramente mas grandes que los machos y tiene una forma ovoide a comparacion, en
contraste, los machos tendran el extremo caudal mas afilado que el de las hembras, con
patas proporcionalmente mas largas. Ambos, poseen dos manchas caracteristicas que son
la acumulacion de particulas de desecho en el intestino del acaro y su coloracién dependera

del sustrato del que se alimenten (Auger et al., 2013).

Figura 1

Ciclo de vida Tetranychus urticae

Larvae

]

Deutonyph

Nota: El ciclo de vida de T. urticae consta de cinco etapas de desarrollo de huevo, larva,
protoninfa, deutoninfa y adulto. T. urticae pasa de huevo a adulto en aproximadamente 7 dias

a 27°C y humedad del 55 al 60% (Namin, 2017)

Las hembras pueden comenzar la oviposicion uno o dos dias después de alcanzar la

adultez, con una media de puesta de 5 a 12 huevos por dia. Los cuales eclosionan en
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alrededor de 5 dias a temperatura y humedad favorables. Cada hembra puede poner de

100 a 150 huevos en su tiempo de vida (Namin, 2017).

Haque et al. (2009) estudi6 las etapas de desarrollo del &caro de dos manchas T.
urticae en plantas de frejol, lleg6 a la conclusién de que altas temperatura aceleran la tasa
de desarrollo y reducen el tiempo de cambio de fase en el ciclo de vida de los acaros, relata
gue a 28,53 = 3,17°C el ciclo de vida se puede completar dentro de 4,22 + 0,46 dias, no
obstante, en meses con temperaturas iguales o inferiores a 13 °C el tiempo de desarrollo

aumentaria a 28,33 + 2,36 dias.

T. urticae se alimenta principalmente del envés de la hoja, dejando un dafio similar a
la clorosis, la hoja afectada puede perder turgencia, enroscarse y finalmente caerse, este
problema provoca que el botén floral no se desarrolle de manera efectiva (Onstad y

Knolhoff, 2014).

La clasificacion taxon6mica de Tetranychus urticae es la siguiente:
Tabla 1

Clasificacion taxondmica de T. urticae

Taxonomia
Reino Animalia
Filo Artropodo
Clase Arachnida
Subclase Acari

Orden Prostigmata
Familia Tetranychidae
Género Tetranychus
Especie T. urticae

Nota: (Morillo, 2020)
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Control biolégico: Hongos entomopatégenos

Existe un fendmeno ecoldgico de regulacion donde las plantas y los animales
mantienen un equilibrio con sus enemigos naturales, mediante bacterias, hongos, parasitos
y depredadores benéficos. El uso de estos por el hombre se conoce como control biolégico
donde sirven de alternativa para tratar distintas plagas en los cultivos. Este método es
autosostenible debido a que el agente de control mantiene su propia poblacion, a medida
gue reduce la densidad de la plaga, si esta llegara a aumentar, el controlador también

aumentaria y viceversa (Nicholls, 2008).

Los hongos entomopatdégenos son microorganismos capaces de regular
naturalmente poblaciones de insectos y aracnidos. Primero penetran la cuticula del objetivo,
con la authde metabolitos y enzimas, después colonizan el objetivo provocandoles la
muerte; se conoce que aproximadamente el 60% de las enfermedades de los insectos son
causadas por hongos. Srttutilizados en reemplazo de insecticidas quimicos, algunas
especies de hongos como B. bassiana y Metarhizium han sido ampliamente estudiadas
para el control de plagas, en el caso de B. bassiana ha sido capaz de controlar mas de 40
plagas agricolas y forestales eficazmente, siendo descrito por primera vez en 1835 por

Agostino Bassi (Maniania et al. , 2008; Mantzoukas et al. , 2022).

Se ha estudiado el uso de hongos entomopatdégenos contra T. urticae tanto in vitro
como en invernaderos, Tamai et al. (2002) evalué 45 aislamientos de hongos mitospéricos
contra T. urticae, de estos 32 aislados de B. bassiana y 10 de Metarhizium anisopliae, 8
aislados de B. bassiana y 4 de M. anisopliae causaron mortalidad de mas del 80% en

concentraciones de 5 x 107 conidios/ml.

Dogan et al. (2017) evaluaron la susceptibilidad de T. urticae a 5 diferentes hongos
incluidos B. bassiana y Lecanicillium lecanii, donde estos causarian mortalidad

principalmente en adultos en un 80 a 90% en 25 + 1°C.
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Beauveria bassiana

B. bassiana es un entomopatégeno, cosmopolita facultativo, sapréfito, capaz de
infectar a mas de 700 especies de insectos de los principales 6rdenes (Keswani et al. ,
2013; Ortiz-Urquiza & Keyhani, Molecular Genetics of Beauveria bassiana Infection of
Insects, 2016). Sus colonias son blancas, luego amarillentas u ocasionalmente rojizas, el
revés no tiene color, no obstante, en algunos casos puede tornarse de amarillo a rosado.
Las esporas asexuales son de color blanco a amarillo, poseen su parte basal globosa en
forma de matraz y un raquis de hasta 20 mm de largo, en su mayoria formando un zig-zag.
Los conidios son globosos de forma elipsoidales, dispuestos como racimos similares a bolas
de algodon generalmente de 2 -3 por 2- 2,5 ym. Las hifas tienen un diametro que oscila

entre 2,5 ym y 25 ym (Zimmermann, 2007; Dannon et al. , 2020).

Ademas de ser patdgeno para insectos puede adaptarse a diferentes nichos
ecolégicos, sobrepasando la interaccién insecto huésped. Crece como enddfilo,
estableciendo mutualismo con una amplia gama de plantas, siendo parte de la rizosfera
vegetal, por lo que es posible el aislamiento de diferentes cepas a partir del suelo, insectos
con muscardina blanca (enfermedad flngica donde se visualiza la momificacion de insectos
por el desarrollo de los hongos) y plantas (Zimmermann, 2007; Xiao et al. , 2012; Ortiz-
Urquiza & Keyhani, Molecular Genetics of Beauveria bassiana Infection of Insects, 2016;
Ortiz-Urquiza, The Split Personality of Beauveria bassiana: Understanding the Molecular

Basis of Fungal Parasitism and Mutualism, 2021).

Proceso de infeccion de Beauveria bassiana

1.- Adherencia del hongo: El ciclo patogénico de B. bassiana comienza con la union
del hongo a la cuticula de los insectos, varias de las etapas de desarrollo de este resultan
infecciosas; incluyendo, hifas, conidios aéreos, blastosporas y conidios sumergidos, estos
dos ultimos son producidos en medios liquidos. La unién se debe a la hidrofobicidad,
fuerzas electrostéticas y quimicas de los conidios, ademas dependeran de las superficies

cuticulares (Feng et al., 1994).
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2.- Germinacion: En la germinacion es necesario que las enzimas fungicas
extracelulares degradan la cuticula del insecto, compuesta principalmente de quitina y
proteinas, para facilitar la penetracion de las hifas en el hemolinfoide del hospedador. La
cuticula de los insectos en su mayoria esté recubierta de sustancias importantes para el
reconocimiento de hongos, como aminoacidos libres o péptidos, y puede desencadenar la
union y la germinacion. La germinaciéon de B. bassiana comienza después de
aproximadamente 10 h y se completa en gran medida a las 20 h de 20 a 25°C (Mascarin y

Jaronski, 2016).

3.- Penetracion y proliferacion del hongo en el insecto: La penetracion se da con
mas facilidad en areas delgadas y no esclerotizadas de la cuticula como articulaciones,
entre segmentos o piezas bucales. Se da por medios mecanicos y por la produccion de
varias enzimas, incluyendo proteasas, quitinasas y lipasas. Al llegar las hifas a la hemolinfa
rica en nutrientes, el hongo brota en blastosporas, diferentes a las producidas en medios
liquidos, estas son unicelulares especializadas para la invasion del insecto, colonizan los
tejidos internos y evaden el sistema inmunitario del huésped. La correcta invasion esta
relacionada con la produccién de metabolitos toxicogénicos in vivo, enzimas antioxidantes y
actividad vegetativa (Ortiz-Urquiza & Keyhani, Molecular Genetics of Beauveria bassiana

Infection of Insects, 2016)

4. Muerte del insecto y produccién de nuevos conidios: Las hifas van creciendo
desde el interior del insecto hacia el exterior, involucran al menos la maquinaria enzimatica
usada para la penetracion. La muerte del insecto inicia con la proliferacién de las hifas en el
hemocele, en condiciones 6ptimas de humedad y temperatura, el hongo emerge y produce

conidios en la superficie del huésped (Zimmermann, 2007).

En algunos casos no se reporta la muerte del objetivo, sin embargo, B. bassiana
puede tener efectos subletales como reduccién de la fertilidad, fecundidad y desarrollo de

huevos (Maniania et al., 2008).
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Metabolitos Secundarios y Enzimas. Cuando los conidios del hongo germinan
dentro del insecto forman blastosporas y secretan metabolitos secundarios que les ayudan
en la infeccion y muerte del insecto, B. bassiana secreta metabolitos secundarios y
pequefias moléculas de gran interés, como beauvericina, bassiacridina, bassianolida,
beauverolidas, oosporein, acido oxalico, cristales de oxalato de calcio y muchos analogos

de beauvericina (Wang et al., 2021).

La més reconocida por su patogenicidad es la beauvericina, un péptido capaz de
unirse a cationes monovalentes para ser transportado a través de la membrana celular, con
la finalidad de desacoplar la fosforilacion oxidativa dandole asi su reconocida actividad

insecticida (Xu et al., 2008).

La bassiacridina es una proteina que ha mostrado accién téxica en insectos,
provocando una mortalidad cercana al 50 % en langostas expuestas a concentraciones
bajas, los efectos de las fracciones cruda y pura se caracterizaron a nivel tisular y celular,
resultante en la formacion de manchas melanizadas en las traqueas y sacos aéreos y de
nddulos melanizados en contacto con el cuerpo graso. Ademas de alteraciones de la
estructura fina de las células epiteliales de la traquea, bolsas de aire y tequmento

(Quesada-Moraga y Vey, 2004).

El péptido bassianolida producido de manera no ribosomal es reconocido por ser un
factor de patogenicidad contra insectos, se conoce que la presencia de este péptido esta
asociada a clusters de genes especificos que se activa en presencia de estrés ambiental o

de una intima exposicién a otros organismos (Rosas et al., 2020).

Debido a la naturaleza hidréfoba de las beauverolidas es poco probable que sean
liberados por el hongo, estos metabolitos secundarios sirven activamente para eludir las
respuestas inmunitarias del insecto, inhibiendo la fagocitosis de las células del hongo

teniendo efectos citotoxicos (Vilcinskas et al., 1999), en estudios realizados en larvas de
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Galleria mellonella esta toxina causo alteraciones en el citoesqueleto (Villegas-Mendoza et

al., 2019).

Otro metabolito de interés es la oosporeina reconocida porque ejerce actividad
antimicrobiana, antioxidante y citotéxica (Fan et al., 2017), ademas de que formulaciones
ricas en este metabolito proporciona una medida eficaz de control de plagas, en particular
contra Aphididae, Delphacidae, Cicadellidae, Cercopidae, Aleyrodidae, Coccidae,

Coleoptera y Lepidoptera (Eyal, 1993).

Durante la fase de patogenia, las hifas en desarrollo de B. bassiana liberan enzimas
hidroliticas extracelulares que permiten que el hongo penetre el tegumento de los insectos,
entre las primeras enzimas caracterizadas en B. bassiana se encuentran las quitinasas y
proteasas (Ortiz-Urquiza & Keyhani, Molecular Genetics of Beauveria bassiana Infection of
Insects, 2016). Ademas, enzimas como glucanasas y lipasas son importantes para la

invasion y degradacion del blanco.

Quitinasas

El Hongo B. bassiana durante el proceso de penetracion produce enzimas
extracelulares como quitinasas, glucanasas, proteasas y lipasas, las quitinasas permiten la
degradacién de la cuticula del objetivo (Zhu et al., 2008), participando activamente en
diversas etapas de infeccion como germinacion de los conidios, crecimiento de hifas y la

penetracion antes mencionada (Paredes et al., 2016).

La cuticula del insecto, es la barrera externa de proteccién que consta de una
epicuticula exterior delgada con lipidos y proteinas, y una procuticula gruesa, con quitina y
proteinas, la quitina ademas de encontrarse en insectos, también forma parte del

exoesqueleto de hongos y diferentes crustaceos (Charnley, 2003).

Las quitinasas (EC 3.2.1.14) son glicosil hidrolasas con un peso molecular entre 20 y
90 kDa, que catalizan la degradacién de la quitina, un homopolimero no ramificado de bajo

peso molecular; constituido de 1, 4 N-acetilglucosamina (2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa)
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unidos por enlaces B-1,4; las quitinasas degradan la quitina hidrolizando el enlace 3-(1, 4)

(Hamid et al., 2013).

Es importante indicar que las quitinasas pueden ser divididas en dos categorias
endoquitinasas y exoquitinasas, las endoquitinasas (EC3.2.1.14) son capaces de hidrolizar
la quitina en sitios aleatorios internos, dando como resultado multimeros solubles de bajo
peso molecular de N-Acetilglucosamina, estos pueden ser quitotetraosa, quitotriosa y
diacetilquitobiosa, no obstante, las exoquitinasas hidrolizan los enlaces de forma progresiva,
escindiendo el extremo de la cadena no reductora y el producto liberado es la
diacetilquitobiosa, de esta forma no se generan monosacaridos ni oligosacéaridos. Ademas,
la b-(1,4)-N-acetyl-glucosaminidasas (GIcNAcase, EC3.2.1.30) o quitobiasas parte de las
exoquitinasas, dividen diacetilquitobiosa, polimeros de la quitina incluidos quitotriosa y
quitotetraosa, en mondémeros de N-Acetilglucosamina (Sahai & Manocha, 1993; Seidl, 2008;

Hoang Loc et al. , 2019).

Siendo posible medir la actividad enzimética de las quitinasas, mediante la
cuantificacién de azucares reductores liberados de sustratos conocidos como la quitina

coloidal.
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Figura 2

Mecanismo de corte de Endoquitinasa, exoquitinasa y N-Acetilglucosaminidasa
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Nota: Se ilustra el corte en la Microfibrilla de quitina representada por circulos celestes,
Endoquitinasas realizan cortes aleatorios que resultan en multimeros, las exoquitinasas
liberan diacetilquitobiosa (N-acetylglucosamine mas la terminal reductora), finalmente N-
acetyl-glucosaminidasas que dividen la quitina en mondmeros de N-Acetilglucosamina

(Seidl, 2008).

Las quitinasas fangicas pertenecen en su mayoria a la familia 18 de la superfamilia
de glicohidrolasas, se han localizado extracelularmente, en el espacio periplasmico y en el
plasma de diferentes hongos (Duo-Chuan, 2006). En algunos casos poseen 5 dominios: (1)
dominio catalitico, (2) regiéon del péptido sefial N-terminal, (3) dominio de unién a quitina, (4)
region rica en serinal/treonina, y (5) region de extension C-terminal. No obstante, la mayoria
de las quitinasas fungicas carecen de las regiones 3,4,5 aun asi, mantiene su actividad

enzimatica (Hamid et al., 2013).
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Figura 3

Estructura 3D de la quitinasas ARSEF2860 de B. bassiana

Nota: Bhagwat et al. (2020) desarroll6 el modelo 3D de la enzima quitinasa creado por

modelado de homologia y validado por ERRAT, Verify 3D y RAMPAGE.

Genes codificadores de quitinasas como Bbchitl-1 y Bbchitl-2 han sido utilizados
para la sobre expresion de quitinasas en B. bassiana, mejorando su patogenicidad dando
concentraciones letales del 50 % y tiempos letales del 50 % significativamente mas bajos de
los transformantes en comparacion con los valores de la cepa de tipo salvaje (Fang et al.,
2005). Paredes et al. (2016) reportaria que los genes Bbchitl-1 y el gen de la familia 18.4

(XM_008603039.1) pueden utilizarse para la sobre expresién de quitinasas en B. bassiana.

Segun la naturaleza de las quitinasas tendran rangos de pH y temperatura 6ptimos,
en su mayoria de observa que para la produccion de quitinasas fungicas la temperatura
oscilan entre 25 — 30 °C y pH entre 4,81 y 7,94 (Sahai y Manocha, 1993) (Elawati et al.,

2018).

Fang et al. (2005) purificé la endoquitinasa Bbchit de B. bassiana, reportando que

su peso molecular es de aproximadamente 33 kDa y un punto isoeléctrico (pl) de 5,4, de
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igual forma la quitinasa Chit37 de B. bassiana (cepa Bv062) reportada por Lovera et al.
(2020) tuvo un peso molecular teérico de 36,7 kDa y un pl de 5,94. Bhagwat et al. (2020)
aislo 15 diferentes tipos de quitinasas en su mayoria extracelulares y su peso molecular

varié de 34,25 a 49,27 kDa, con un pl tedrico de 4,81 a 7,94 respectivamente.

Método de produccion de B. Bassiana

El cultivo de B. bassiana se ha evaluado con gran énfasis, ahora se conoce que
medios de fermentacion bifasica y sumergidos son los mas viables para la produccién en
masa de este organismo, ambos tienen ventajas y desventajas, ademas que segun el
método usado en la produccién se podra tener un propagulo infeccioso de B. bassiana
(Bautista et al., 2018). La tabla 2 detalla las principales diferencias entre estos métodos de

produccion.

Tabla 2

Caracteristicas de fermentacion en estado liquido y fermentacion en estado solido para B.

bassiana
Fermentacion
Caracteristica Fermentacién Liguida Cita
Sélida
(Pham T. et al.,
Production of
Blastospore of
Propagulo Blastosporas, conidios Entomopathogenic
Conidios aéreos
infeccioso sumergidos. Beauveria

bassiana in a
Submerged Batch

Culture., 2009)




31

Caracteristica

Fermentacién Liguida

Fermentacion

Soélida

Cita

Resistencia
del propagulo

infeccioso

Mano de obra

Hidrofobicidad

Potencial zeta
de la
distribucion de
la carga

electrostatica

Tecnologia

Blastosporas: paredes
delgadas e inestables,
problemas en el
secado
Conidios sumergidos:
mas resistentes
Menor tiempo y
recursos humanos
Blastosporas:
Hidrofilicas
Conidios sumergidos:
tanto hidrofilicas como

hidrofébicas

Blastosporas: +4 a -4
mV.
Conidios sumergidos:
+10 a-13 mV
(Propagulos de 16

dias, pH entre 3y 9)

Uso de biorreactores
con diferentes

tecnologias

Conidios aéreos:
Paredes celulares
Mas rugosas y
gruesas, lo que le
ofrece mayor
resistencia.
Intensivo en mano

de obra

Conidios aéreos:

Hidrofébicas

Conidios aéreos:
+22 a-30 mV
(Propagulos de 16

dias, pH entre 3y 9)

Uso de biorreactor
rotatorio, o0 método
de bandejas de baja

tecnologia y

(Loera et al.,

2014)

(Feng et al., 1994)

(Holder et al.,

2007)

(Holder et al.,

2007)

(Mascarin et al.,

2015)
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Fermentacion
Caracteristica Fermentacién Liguida Cita
Soélida

produccién
artesanal.

Con el uso de

Con el uso de biorreactores +10
(Mascarin et al.,
Tiempo biorreactores puede dias.
2015)
oscilar de 5 a 9 dias Produccion
artesanal +30 dias.
Mas adecuadas para
Més adecuadas para insectos grandes,
pequefios insectos que como saltamontes y (Mascarin y

Blanco
viven dentro de la capa orugas, que viven en Jaronski, 2016)

limite de alta humedad. un ambiente mas

SecCo.

Fermentacion Liquida

En la fermentacién liquida se generan blastosporas y conidios sumergidos, mediante
diferentes fases de desarrollo, primero sera la hinchazén y germinacion de conidios, al cabo
de esta etapa se formaran micelios y conidiéforos, seguido de la ramificacion del micelio y
las primeras etapas de la conidiacién, seguira la conidiacion masiva para finalizar con el

desprendimiento de conidios en cultivo liquido (Feng et al., 1994).

Al tiempo, la conidiacion sumergida incluye la produccién de blastosporas durante
las primeras 48 h de cultivo en un caldo definido, se ha reportado formulaciones liquidas
donde la produccién de B. bassiana contenia 40% de conidios y 60% de blastosporas en

fermentacion liquida (Mascarin y Jaronski, 2016).

Existen condiciones criticas para el disefio de biorreactores sumergidos, en el caso

de B. bassiana para mayor produccion de blastosporas, se recomienda altas tasas de
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aireacion y alta presion osmoética dada por el uso de diferentes osmolitos i6nicos o no
iGnicos, incluidos carbohidratos y sales, lo que resulta en condiciones nutricionales
apropiadas. Aumentar las tasas de aireacion, mejorando la velocidad y eficiencia en la

agitacion permite el facil acceso a los nutrientes por el hongo (Hongxia et al., 2015).

Pham T. et al. (2009) cutivo B. bassiana en fermentacion liquida con el objetivo de
llegar a su maxima esporulacién, destacan la importancia del pH del medio fijandolo ellos en
5,2, ademas de la fuentes de carbono y nitrdgeno sugiriendo una relacion C:N de 22:4 de
sacarosa y casaminoacido, el cultivo fue realizado en matraces con agitacion a 200 rpma a

25 °C al octavo dia llegaron a la concentracion de 8.54 x108 esporas por ml.

Lohse et al. (2014) reportaron que el uso del medio TKI con 5% de fuente de
carbono, medio reportado por primera vez por Thomas et al. (1987), se caracteriza por tener
altas concentraciones de sal y fuente de carbono, ellos propusieron como fuente de carbono
5% de melaza de remolacha azucarera que posee 50% de sacarosa en su composicion, la
fermentacion se llevé a cabo en un reactor de tanque agitado de 2 L a 25 °C con agitacion
de 200-600 rpm y 1 vvm a pH 5,5, el rendimiento reportado fue de 5,2 x 101° esporas

totales/g de sacarosa.

Mascarin et al. (2015) describe que el crecimiento de B. bassiana en medios que
contenian harina de semilla de algodon como fuente de nitr6geno, esta siendo menos
costosa que la caseina hidrolizada comunmente utilizada, obtendria al tercer dia altas
concentraciones de blastosporas > 1 x 10° /ml, cabe mencionar, que esta fue una

modificacion realizada en el medio desarrollado por Jackson et al. (1997).

Seleccidn de sustrato: Fuentes de quitina.

El modo de infeccion de B. bassiana es posible por la degradacion de la quitina
presente en la cuticula del insecto, esto se da gracias a quitinasas y proteasas producidas
por el hongo. Beauveria es conocida por la produccién de quitinasas a través de

fermentacion sumergida y fermentacion de sustrato sélido. La presencia de quitina coloidal,
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compuestos ricos en quitina o residuos de la misma en el medio favorece al reconocimiento

de esté por el hongo y por ende a la produccién de quitinasas extracelulares.

Smith & Grula (1983) describié que las quitinasas secretadas por B. bassiana
pueden ser inducibles, esto debido al reconocimiento de d -glucosamina y N -
acetilglucosamina liberadas por la esterilizacién de quitina en el medio de cultivo por el

entomopatogeno.

Peredes et al. (2016) estudié la expresiéon de dos genes de quitinasa a 0, 4 y 7 dias,
esto en cultivos liquidos con diferentes fuentes de carbono que contienen quitina: quitina
coloidal 1,8%, laminarina 0,1%, pulverizado de F. oxysporum 0,1% y pulverizado de hojas
infectadas con P. variabilis 0,1%. Al 4 dia encontraron mayor expresion del gen Chitl y al
dia 7 se veria mayor expresion del segundo gen MO2Q184 en medios que contenian
pulverizado de hojas infectadas con P. variabilis 0,1%, llegaria a la conclusion de que el
hongo segrega quitinasas en diferentes estadios de su crecimiento ademas que el

reconocimiento de secuencias del blanco ayuda a la expresién de quitinasas.

Elawati et al. (2018) evaluaron la produccién de quitinasas extracelulares por B.
bassiana donde utilizan un medio liquido con 0.3% de quitina coloidal, 0.1 g de peptona y
0.5 g de extracto de levadura, esto por cada 100 mL de medio liquido, donde el tiempo
Optimo de incubacion para el crecimiento y para la produccion de la enzima quitinasa por B.
bassiana fue al cuarto dia con un peso de células secas de 0,31 g y actividad enzimatica

0,585 (U/mL).

Amobonye et al. (2020) describi6 el potencial de B. bassiana para producir enzimas
y metabolitos secundarios de interés, en la tabla 3 se resume la informacién recolectada

acerca de las quitinasas.
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Tabla 3

Produccion de Quitinasas por B. bassiana en diferentes medios de cultivo

Tipo de Actividad/Peso  pH/Temperatura
Cepade Bb

fermentacion molecular (kDa) (°C) Sustrato
Quitina

Bb CG432 NR NR/86 5.5/ 45
coloidal
Quitina

Bbl174 SSF 126 Ugds~1/Nr 5.0/ 48
coloidal
Quitina

Bb 0062 SmF 97 Uml~Y/Nr 5.0/ 40
coloidal
Bb - Quitina

SmF 0.585 Uml~1/Nr NR/NR
unidentified coloidal
Quitina

Bb B02 SmF 449 Uml~1/Nr NR/NR
coloidal

Nota: Bb: Beauveria bassiana ; SSF: fermentacion en estado sélido; SmF: fermentacion

sumergida; NR no reportado.

Debido a los diferentes estudios donde la presencia de la quitina en el medio de
cultivo ayuda a la produccion de quitinasas, se ha considerado fuentes mas accesibles de la
misma. Es asi que surgen diferentes alternativas de bajo costo y facil acceso, entre las
principales estan los exoesqueletos de diferentes crustaceos. Ademas que los
exoesqueletos de crustaceos son un problema medio ambiental, al existir en exceso en
paises que se dedican a la comercializacion de estos, por lo que constantemente se

evaltan procesos de degradacion para los mismos (Zhang et al., 2021).

Se sabe que los caparazones duros de los crustaceos contienen entre un 15y un 20
% de quitina, los crustaceos de caparazén mas blando, como los camarones, contienen de

15 a 30 % de quitina, ademas de las proteinas esqueléticas y el material organico. En la
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cuticula de insectos el porcentaje puede llegar al 60 % pero se considera que el contenido

promedio de quitina en la cuticula es del 33% (Whistler, 1993).

Capitulo lll: Materiales y Métodos

El presente trabajo de investigacidn tiene como objetivo principal la reactivacion y
produccion de una cepa de B. bassiana que ayude con el control de T. urticae en el cultivo
de flores. Para lo cual se activé el hongo sobre unidades de T. urticae, seguido de la
identificacion microscopica, macroscoépica y molecular del hongo. Para la produccion del
mismo se disefiaron diferentes medios liquidos con presencia y ausencia de fuentes de
quitina, el proceso de disefio y evaluacion de estos se describe a continuacion. Las
muestras, materiales y reactivos fueron proporcionados en su mayoria por la floricola
BellaRo S.A., ubicada en el cantén Pedro Moncayo. Se conté con la colaboracién de los
laboratorios: Laboratorio multidisciplinario ESPE, Laboratorio Biotecnologia Vegetal ESPE,

Laboratorio IDgen, Centro de Nanociencia y Nanotecnologia.

Tanto el material vegetal como las unidades de T. urticae fueron recolectados del
Bloque G4 variedad freedom de la floricola BellaRo S.A., donde las 10 primeras camas que
poseen 7015 plantas de Rosas spp. fueron otorgadas para el desarrollo de la investigacion,
por lo tanto, se suspendié el uso de acaricidas por dos meses, lo que permitié reducir

posibles remanentes de agroquimicos tanto en acaros como en hojas.

Reactivacion e identificacion de B. bassiana

Activacion de B. bassiana

Del hongo B. bassiana conservado en refrigeracion por el laboratorio de
microbiologia de BellaRo S.A. ubicado en via Tabacundo Cajas Km 3.2, se pes6 0,1 gramos
de polvo y se deposité en 9 ml de agua peptonada previamente esterilizada, se llevé al
vortex durante 30 segundos. Se hicieron diluciones seriadas hasta 10-3, de la ultima

dilucién se tomaron 100 ul para ser sembrados con ayuda de un asa digralsky de vidrio en
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medio PDA suplementados con cloranfenicol 500 ppm, finalmente se incubaron por 7 dias a

25°C.

Se hicieron re aislamientos hasta obtener cultivos puros, para lo cual con una aguja
de inoculacién se tomaron colonias y se sembraron en medio PDA con cloranfenicol 500
ppm. De los hongos aislados se realizé la caracterizacidon microscépica y macroscoépica
utilizando las claves recolectadas en: Barnett & Hunter (1998), Humber (2012), Garcia et al.

(2018).

Descripcion macroscépicay microscopica

Para la caracterizacién microscépica se uso la técnica de montaje para hongos
filamentosos descrito por Harris (2000) con cinta esmerilada. Donde a partir, de un cultivo
puro con 7 dias de crecimiento, se toma una porcion de cita esmerilada la cual se acerca al
micelio del hongo, después esta se pega en un portaobjetos el cual tenia una gota de azul
de lactofenol para mejorar el contraste en el microscopio optico. Para la identificacion se
tomara en consideracién forma, disposicion, agrupacién, tamafio de conidios, disposicién en
general del hongo. Para la caracterizacion macroscépica se subcultivo los cultivos puros, a
las 72 horas se comenz6 a evaluar el crecimiento, color anverso y reverso de la colonia,

aspectos, textura y velocidad de crecimiento (Bustamante, 2019).

Reactivacion de aislamientos de B. Bassiana
Los aislamientos que cumplan con cabalidad todas las claves de identificacion

recolectadas, se tomaron para conocer su agresividad contra T. urticae.

Para la reactivacion de la patogenicidad de los aislamientos de B. bassiana, se
tomaron hojas con visible afectacion de T. urticae, estas hojas fueron colocadas en un
recipiente con una base de papel filtro humedecida con agua estéril, donde permanecieron
por 2 dias. Con ayuda del estereoscopio y de un pincel Corona RG595 0 humedecido se
tomaron 60 unidades (acaros) en 4 cajas Petri correctamente esterilizadas, para ser

desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,3%, mediante inmersion en la solucion de 5 a 15
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minutos, después se retird el exceso de hipoclorito con ayuda de un embudo y papel filtro
N°5 y se hicieron lavados sucesivos por un minimo de tres veces con agua estéril, se hizo
una ultima inmersion en alcohol al 70 % por 1 minuto, después 2 lavados adicionales con
agua estéril. Finalmente, con ayuda de papel filtro MN617 90 mm se filtr6 la solucién y los
acaros quedaron fijos en el papel, el papel filtro se colocé en una nueva caja Petri (Bustillo &

Marin, 2002).

De las cajas con el aislamiento que cumple las claves de identificacién se hicieron
suspensiones en agua estéril con tween 80 al 0.01%. Para esto se vertié aproximadamente
2 ml de tween 80 al 0.01% en la caja petri y con la ayuda de un bisturi se raspo el hongo y
se coloco en un tubo con 50 ml con 40 ml de tween 80 al 0.01%, se llevo al vortex por 1
minuto y mediante la cAmara de Neubauer se realiz6 el conteo de esporas, a partir de esta
solucién con concentracion de esporas conocidas se hicieron indculos de 1 x 10°

esporas/ml, los cuales se conservaron en refrigeracién hasta su uso.

De la suspensién del hongo se tomaron 10 ul y se depositaron sobre los acaros fijos
en el papel filtro, estos fueron evaluados con la ayuda del estereoscopio diariamente para
identificar acaros con signos visibles de infeccién por B. bassiana en el menor tiempo
posible, estos insectos fueron separados con aguja bacterioldgica y llevados a nuevas cajas
Petri con PDA y cloranfenicol a 500 ppm. La cepa que mostrd agresividad sobre T. urticae

en el menor tiempo posible, fue identificada a nivel molecular.

Caracterizacion molecular de la cepa de B. bassiana activada

Extraccion de ADN

Se utilizo6 el protocolo de extraccion de ADN descrito por Wilson (2001) modificado
por el laboratorio de IDgen, donde brevemente sobre la cepa caracterizada y activada en T.
urticae, se coloco 50 ul de agua estéril para hacer un raspado de micelio y tomar la muestra,
de esta se obtuvo el ADN gendmico segun el protocolo de, se elimind el ARN residual con
ARNasa. La cuantificacion y pureza del ADN se determiné mediante espectrofotometria

donde la concentracién de ADN sigui6 la relacion de que un valor de absorbancia de 1.0
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corresponde a 50 ug/mL de ADN de doble cadena en estado puro, ademas se calculé la

relacion A260/A280 para detectar posibles contaminantes.

Amplificacion por PCR
Para la PCR se amplificé la region ITS1 —5,8S — ITS2 del hongo, con ayuda de los
primers especificos ITS1 e ITS4 descritos en la tabla 4 (Rehner y Buckley, 2005). La PCR

se realiz6 con el protocolo descrito por (White et al., 1990).

Tabla 4

Secuencia de los primers utilizados en la amplificacion de la region ITS1- DNAr 5,8S-ITS2

del hongo

Primers Secuencia
ITS1 5 TTCGTAGGTGAACCTGCGG '3
ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC ‘3

Dentro de la cAmara de flujo laminar con material estéril se prepard una solucién de
volumen final 120 ul, donde se afadi6é 62.5 ul de Green — Tag DNA Polymerase, 47.5 ul de
agua ultrapura, 5 ul de primer ITS1 y 5 ul de primer ITS4, la solucién se homogeneizé y se
colocé en 3 tubos estériles, a dos de estos se les afiadié 3 ul de ADN de las muestras el
cudl se diluyd hasta una concentracion aproximada de 20 ng/ul y en el blanco 3ul de agua
ultrapura. Las muestras se llevaran al termociclador programado de la siguiente manera,
fase inicial de desnaturalizacién a 95°C por 120 segundos, se hicieron 30 ciclos de
amplificacién los cuales tenian tres etapas, desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos,
hibridacion a 55°C por 30 segundos, extension a 72°C por 60 segundos, finalmente la fase

de extension a 72°C por 300 segundos.
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El resultado de la PCR se evalué mediante un gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio, donde se esperaba un fragmento de aproximadamente 600 pb como

marcador molecular se us6 ABM 100pb plus opti DNA marker.

Secuenciacién y analisis bioinformatico

La secuenciacion estandar del ADN se realizé en Macrogen Corea Inc, mediante el
método de Sanger, las secuencias fueron curadas y ensambladas en el programa Unipro
UGEN, las secuencias ensambladas se compararon con la base de datos de nucledétidos de

GenBank del NCBI con el uso de Blast.

Se realizd, ademas, una segunda busqueda en Blast, para comparar con rRNA/ITS,
Internal transcribed space region (ITS) from fungi type and reference matiral, del resultado

de tomaron las 10 primeras secuencias y se realizd un arbol filogenético.

Conservacion de la cepa

Se utiliz6 la metodologia descrita en el laboratorio de microbiologia de BellaRo S.A.,
para lo cual se colocd un papel filtro Quantitative Filter Paper - Grade 42 sobre medio PDA
con cloranfenicol 500 ppm. Después se sembro por rallado el hongo activado, esto en total
asepsia y en camara de flujo laminar, se dejé incubar por un minimo de 7 dias. En la
camara de flujo laminar, se retiraron los papeles filtro y se depositaron en nuevas cajas petri
sin medio. En el interior de la cAmara casi cerrada con el maximo de flujo de aire, se dejaron
los papeles secar por un minimo de cuatro dias, finalmente al cuarto dia se corto el papel

filtro seco y se guardé en tubos eppendorf a 4°C (Garcia et al., 2014).

Recuento de esporas

Se tomé una alicuota de la muestra de interés en un tubo eppendorfy se llevé al
vortex por 30 segundos. Se hicieron diluciones seriadas hasta 10~2 en Tween 80 al 0,01%
con azul de lactofenol al 1%, de la dltima dilucién se tomaron 8ul y se depositaron en la a la

camara de Neubauer, se dejé reposar la camara por 10 minutos para que las esporas
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sedimenten, finalmente, se llevé al microscopio para su visualizacion a 40x (Gomez et al.,

2014).
El nimero de conidios se evalué por la siguiente férmula:

Conidias conidias contadas

ml ~ superficie (mm?) * profundidad de la camara (mm) * dilucién

superficie recontada (mm?) = 5 x 0,04(mm?) = 0,2(mm?)

Conidias conidias contadas 1000ul
= *
ml 0,2(mm?) * 0,1 (mm) * dilucién ml

Medios y condiciones de cultivo
Se acopld una habitacién aislada en el laboratorio de microbiologia de BellaRo S.A.
para colocar los fermentadores, en total se acoplaron 9 fermentadores, los cuales se

ajustaron al minimo de aireacion para evitar exceso de espuma.

Disefio de fermentadores

Para la fermentacion liquida de B. bassiana, se utilizé una botella boeco de 500 ml
como base, con un tap6n de caucho, al cual se le realizaron dos agujeros con un saco
bocados n°3, estos sirven para la conexién del sistema dual de aireacién y burbujeo y salida
de aire, ademas para las conexiones fue necesario el uso de mangueras de 30 cm con
dimensiones: 5 mm diametro externo x 4 mm diametro interno. Para el mecanismo dual de
aireacion y agitacion se utilizaron motores de pecera (Power Tm 500) (Astorga, 2008).
Todos los materiales fueron autoclavados a 121 °C, 15 psi por 20 minutos y ensamblados

en la cAmara de flujo laminar.
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Tabla 5

Esquema referencial de fermentador para B. bassiana

Nota: Esquema de fermentador A: Motores de pecera (Power Tm 500); B: 1: Conexién con
el motor de pecera (Power Tm 500), mecanismo dual de aireacién y agitacion; 2: salida de

aire.

Medios de cultivo

Para el desarrollo del presente trabajo el crecimiento de B. bassiana se evalué en
dos etapas, en la primera se busc6 conocer cudl es la fuente de carbono entre azucar,
melazay licor fermentado de cafia, donde se produce la mayor cantidad de esporas
medidas en cAmara Neubauer en tres tiempos distintos 72, 120 y 168 horas, Se realiz6 una
comparacion Anova junto a al test de Duncan y Tukey que permitié conocer la mejor fuente

de carbono.
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En la segunda fase se comparo el crecimiento de B. bassiana en 5 medios distintos
descritos en la Tabla 6, de estos resalta el uso de fuentes de quitina en la fermentacion.
Para hacer un seguimiento al crecimiento de B. bassiana, se midi6 la cantidad esporas por
camara Neubauer cada 24 horas por un maximo de 7 dias, ademas de la actividad

enzimatica por espectrometria.

Para la inoculacion del hongo en los medios liquidos se tomé una pieza de papel
filtro conservada a 4°C y se colocé en un tubo eppendorf con 1 ml de tween 80 al 0.01%, se
llevaron al vértex por 30 segundos, se tomo una alicuota de 100 ul y se sembr6 en medio
Rosa bengala, al cabo de dos semanas se coloco 2 ml de Tween 80 al 0,01% para hacer un
raspado de esporas con ayuda de un bisturi. Las esporas recolectadas se depositaron en
un tubo Falcon con 23 ml de Tween al 0,01%. A esta solucion se le realiz6 un conteo de

esporas/ ml (Pham T. J. et al., 2009).

Se inocularon los diferentes medios de cultivo esterilizados de manera que tenga
una concentracion final de 1x10° esporas/ml, se ajusté el pH a 5.4 con la ayuda de NaOH y
Acido lactico (Cheong et al., 2020). La temperatura para el crecimiento y mantenimiento de
los fermentadores se mantuvo a 25 £1°C, esto siguiendo las sugerencias de Fargues et al.
(2018) donde para 65 aislamientos de B. bassiana la temperatura de crecimiento éptimo fue

de 25 a 28 °C.

Medios de cultivo con distintas fuentes de carbono

Los medios a ser evaluados contienen diferentes fuentes de carbono descritas en la
tabla 5, como fuente de nitr6geno se utilizara sulfato de amonio, ademas de diferentes sales
basales (Thomas et al. , 1987; Feng et al. , 1994; Gandarilla et al. , 2013; Guitiérrez et al. ,

2013; Lohse et al. , 2014; Mascarin et al. , 2015; Santos et al. , 2021).
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Tabla 6

Composicién de medios de cultivo para la propagacion de Beauveria bassiana.

Sustrato MA MB MC
Azucar Morena (g) 30
Melaza (g) 30
Licor fermentado de
30
cafa de azlcar (g)

(NH4)2S04 (g) 6 6 6
KH,PO. (g) 3,5 3,5 3,5
MgS0Oa4(Q) 0,5 0,5 0,5

NacCl (g) 0,1 0,1 0,1

Ca(NOs); (g) 0,1 0,1 0,1

Cloranfenicol (ppm) 500 500 500

Nota: Las cantidades descritas hacen referencia a la preparacién de un litro de medio. MA:
medio liquido con azucar morena como fuente de carbono, MB: medio liquido con melaza
como fuente de carbono, MC: medio liquido con licor fermentado de cafia como fuente de

carbono.

Todos los medios fueron autoclavados a 121°C a 15 psi por 15 minutos, excepto el
medio que contenia aztcar como fuente de carbono este se autoclavé a 115°C a 10 psi por

15 minutos.

Se tomaron 2 ml de medio liquido a las 72, 120 y 168 horas, después de la inoculacion
del hongo. El tubo donde se hizo la recoleccion serd almacenado a 4 °C hasta su conteo, sin

embargo, se recomienda no exceder las 2 horas a partir de la toma de muestra.
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Medios de cultivo con fuentes de quitina
Para el desarrollo de este trabajo se evaluaron dos fuentes de quitina, la primera
quitina comercial de la marca Sigma y la segunda exoesqueletos de camarédn a distintas

concentraciones.

Preparacion de fuentes de quitina: Quitina coloidal

e Solvente acido: Acido clorhidrico — HCL

Se tomaron 20 gramos de quitina comercial (Chitin from shrimp shells practical
grade, coarse flakes, C9213-500G), las hojuelas se trituraron y tamizaron para obtener un
polvo lo mas fino posible. Del polvo fino se tomaron 5 gramos y se colocaron en un vaso de
precipitacion de 250 ml, se afiadié 50 ml de HCI al 37% p/p concentrado lentamente en
agitacién continua con la ayuda de una varilla de vidrio durante 5 minutos, se pas6 a una
bandeja con agua fria y hielo para minimizar el calor generado. La mezcla tendra una
consistencia sumamente viscosa, se agité durante 1 minuto cada 5 minutos por 60 minutos
en una campana extractora de olores quimicos a temperatura ambiente, al finalizar este

periodo se tendra una mezcla quitina-HCI, Notablemente menos viscosa.

En un vaso de precipitacion de 2000 ml con 1 litro de agua autoclavada a 4 °C, se
afiadi6 la hidrolisis acida de la quitina para ser agitada durante 20 minutos, la solucion tenia

consistencia homogénea, viscosa y blanquecina. (Agrawal, 2012; Keed et al. , 2020).

La mezcla se pasoé a través de un rectdngulo de tela de algodén esterilizado en la en
la estufa por 2 horas a 180 °C. El sedimento se recolectd y lavo por 5 veces con agua
destilada a 4°C, hasta que el pH del filtrado se elevé a 7,0. La quitina coloidal tiene una
consistencia blanda y pastosa, se almacend en tubos Falcon y fueron esterilizados en
autoclave y almacenado a 4 °C hasta su posterior uso (Kuddus & Ahmad, 2013; Murthy &

Bleakley, 2012).
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e Solvente acido: Acido fosférico — H3PO4

Se tomaron 50 gramos de quitina comercial (Chitin from shrimp shells practical
grade, coarse flakes, C9213-500G), las hojuelas se trituraron y tamizaron para obtener un
polvo lo mas fino posible. Del polvo fino se tomaron 20 gramos y se colocaron en un vaso
de precipitacion de 1000 ml, se afiadié 200 ml de acido fosférico al 85 % lentamente en
agitaciéon continua por 5 minutos con la ayuda de una varilla de vidrio, se tap6 el vaso con
papel aluminio y se almacené por 24 horas a 4°C (Thimoteo et al., 2017). Después de este
periodo la mezcla se separ6 en 4 vasos los cuales fueron lavados sucesivamente con agua
estéril a 4°C por un minimo de 5 veces hasta que el pH del filtrado se elevé a 7,0. La quitina
coloidal tiene una consistencia blanda y pastosa, se distribuyeron en tubos Falcon y fueron

esterilizados en autoclave, para finalmente ser almacenados a 4 °C hasta su uso.

Preparacion de fuentes de quitina: Exoesqueletos de camarén

Para la preparacion del exoesqueleto de camardn se recolectaron 2 kilogramos de
cascaras del crustaceo, se lavaron con agua comun por un minimo de tres veces para
retirar impurezas y material organico adherido. Los exoesqueletos se llevaron a la estufa de
4 a 6 ciclos a 80°C por tres horas cada uno, en cada ciclo se retiraba la bandeja y se
homogeniza para su correcto secado. Finalmente, cuando el producto estaba a temperatura
ambiente se van a trituraron y tamizaron las cascaras hasta alcanzar un didmetro por

particula de 0,8mm a 1,5 mm.

Jiménez (2016) relata la importancia de la desproteinizacion de los exoesqueletos en
la produccion de quitinasas por B. bassiana en fermentacion liquida. Para la
desproteinizacion se hizo una solucion de NaOH al 3.5%, la cual con ayuda de una plancha
de calentamiento se llevo a 95°C, a esta temperatura se agregé la cascara de camarén
triturada en una proporcion 1:10 (cascara: solucion), la mezcla se dejo en agitacion
constante por 2 horas. Después, se hicieron lavados sucesivos con agua destilada hasta

alcanzar un pH neutro. Finalmente, las muestras se filtraron y secaron en la estufa de 4 a 6
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ciclos a 60°C por tres horas cada uno, en cada ciclo se retiraba la bandeja y se mezclaba

para su correcto secado. (Escobar et al. , 2013; Garcia et al. , 2016).

Preparacion de medios con quitina

Se repitié el proceso descrito en medios y condicion de cultivos, con quitina coloidal
al 2% como medio con inductores comerciales y medios con diferentes proporciones de
harina de camaron previamente tratada, la tabla 16 muestra la composicion de 1 litro de

cultivo, sin embargo, se prepararon 100 ml de medio en boecos de 250 ml.

Tabla7

Composicién de medios de cultivo para la propagacion de Beauveria bassiana con cascara

de camaron desproteinizada como inductor de quitinasas

Control Control
Sustrato CMA CMB CMC
Negativo  positivo
AzUcar morena % 3
(PIV).
Quitina coloidal %
2
(p/V).
Harina de camaroén
desproteinizada % 2 3 4
(p/v).

(NH4)2S04(g) 6 6 6 6 6
KH2PO4 () 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
MgSQOa4(Q) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

NacCl (g) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Ca(NO3)2(9) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Cloranfenicol

500 500 500 500 500

(Ppm)
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Nota: Cantidades necesarias para la elaboracion de un litro de medio de cultivo. CN: Control
Negativo, CP; Control Positivo, CMA: medio liquido con harina de camarén desproteinizada
al 2%, CMB: medio liquido con harina de camar6n desproteinizada al 3%, CMA: medio liquido

con harina de camarén desproteinizada al 4%.

Cada 24 horas se tomaron muestras del medio liquido para contabilizar la cantidad
de esporas producidas, ademas se recolectaron 2 ml de medio que fueron almacenados a -

18°C para la evaluacion de actividad enzimatica.

Ensayos de actividad enziméatica
Los tubos eppendorf con muestra se mantuvieron a -18°C hasta el analisis, después
fueron descongelados en camas de hielo para ser centrifugados a 3500 rpm durante 20

minutos a 4°C.

Cuantificaciéon de actividad enzimatica

Preparacion de reactivos

Reactivo DNS: Se peso 2 g de acido 3,5-dinitrosalicilico, 3.2g de hidroxido de sodio
(NaOH), 87.6g de tartrato de Na-K. Se disolvié el NaOH en un vaso de precipitacién con
100 ml de agua destilada, se afiadi6 en agitacidn continua el tartrato de Na-K hasta
disolverlo completamente. La solucion se afor6 con agua destilada a 200 ml, finalmente se
agrego el acido 3,5-dinitrosalicilico. El reactivo se pas6 en un frasco ambar y se dejo en
agitacién por toda la noche, finalmente al siguiente dia se filtré y almacend a 4 °C hasta su

uso (Bello et al., 2006).

Curva estandar para cuantificar la actividad enzimatica de quitinasas

Para la elaboracién de la curva estandar se realizé una solucion stock de N-acetyl-
glucosamine (NAG) a concentracién de 1 mg/ml, se hicieron diluciones seriadas entre 0,01 y
0,15 mg/ml de NAG, tomando el Buffer fosfato (pH 5.4, 0.02M) como blanco y diluyente, las

diluciones estan descritas a continuacion.



49

Tabla 8

Diluciones para la elaboracién de la curva patron de N- acetil - glucosamina (NAG)

Buffer fosfato

N-acetil-glucosamina Solucién stock NAG

N (pH 5.5, 0.02M)

(NAG) mg/ml [el]

[1el]

1 0,00 1000 0
2 0.01 990 10
3 0,03 970 30
4 0,05 950 50
5 0,07 930 70
6 0,09 910 90
7 0,11 890 110
8 0,13 870 130
9 0,15 850 150

Nota: NAG N-acetil-glucosamina.

Se tomod una concentracion de 1 ml de cada dilucion, a la cual se afladié 1 ml de
reactivo DNS, la mezcla se incubé a bafio maria a 95°C por 10 minutos, después se enfrié
con agua comun hasta temperatura ambiente. Para finalmente ser evaluado mediante

espectrofotometria a 540 nm (Kukule, 2017).

Los resultados se interpretaron mediante una recta de regresion lineal de
Absorbancia vs Concentracion, la ecuacion resultante es y = ax + b, donde y es la

absorbancia y x es la concentracién de NAG.

Cuantificacion de actividad enzimatica en medio liquido
La actividad quitinolitica se midi6 de los diferentes medios de cultivo, por
espectrofotometria se calcul6 la liberacion de azlicares reductores resultantes de la

degradacioén del sustrato Quitina coloidal 1%, para lo cual se utilizé la curva estandar
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generada con N-acetil-B-D-glucosamina (NAG). La Ul de actividad de quitinasa se define
como la cantidad de enzima que libera 1 umol de N-acetilglucosamina por ml en

condiciones de ensayo estandar.

En un nuevo tubo de ensayo se colocara 500 ul de quitina coloidal 1% p/v (en
tampdn fosfato 0,02 M, pH 5,5) junto con los 500 ul de solucién enziméatica (extracto crudo
previamente centrifugado). Se dejo incubar por 40 min a 40 °C. Después de este periodo se
agregaron 3 ml de reactivo de &cido dinitrosalicilico (DNS) para finalizar la reaccion, esta
solucion se incub6 de 5 a 10 minutos a 95°C antes de medida a 540 nm (Zarei et al. , 2011;

Farag et al. , 2016; Akeed et al. , 2020).
Calculo de unidades de actividad enzimatica de quitinasas por ml de extracto

[NAGA] = VI« Fd
Ul = * 1000
Vext

[NAGA]: Concentracion de N-acetyl-glucosamine (NAG) producido
VI: Volumen del ensayo

Fd: Factor de dilucién

Vc: Volumen del extracto crudo enziméatico

t: tiempo de ensayo

mg NAGA
gT*ml*Fd*wOOug_ ug U

Ul = _ =— -
ml * min mg min—ml ml

Bioensayos
Recoleccion e identificacion de Acaros T. urticae

Se recolectaron manualmente hojas con sintomas visibles de T. urticae, los cuales
son: menor turgencia, presencia de puntos amarillentos, presencia de telarafia, presencia
de acaros en el envés de las hojas, especialmente de tercio medio y bajo de plantas de

rosas ubicadas en el Bloque G4 variedad freedom de la floricola BellaRo S.A.
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Estas hojas se colocaron en cAmaras humedas, las cuales son contenedores
plasticos con una base de papel absorbente humedecido con agua estéril, en esta matriz las

hojas permaneceran por méaximo 48 horas.

Para identificar a T. urticae, las hojas con visible presencia de acaros, se colocaron
en una caja Petri con el envés para arriba, se llevaron al estereoscopio y con la ayuda de un
pincel Corona RG595 0 humedecido con agua estéril, se tomaron hembras y se colocaron
en un portaobjetos de forma inmediata se coloco una gota de aceite de inmersion para

inmovilizarla y poderla observar en el microscopio de campo optico a 5x y 10x.

Desinfeccidon y preparacién de matrices experimentales

Para los bioensayos se utilizaron hojas de rosas, tomadas del tercio alto de plantas
del Bloque G4, variedad freedom de la floricola BellaRo S.A., las cuales eran turgentes y de
un color verde intenso sin sefiales de ninguna enfermedad. Se llevaron al laboratorio de
microbiologia donde para eliminar posibles contaminantes se hicieron un minimo de tres
lavados con agua comun, después se remojo con cloro al 0.3% por 3 minutos, finalmente,
se enjuagaron con agua estéril. Con ayuda de papel absorbente limpio se retir6 el exceso
de agua y con una tijera desinfectada con alcohol al 70 % se cortaron los bordes para
formar un cuadrado, estos fueron colocados con el envés hacia arriba en cajas Petri que
tenian una base de algodén humedecido con agua estéril, sobre los bordes de la hoja se

coloc6 un cerco de vaselina o algodon para evitar que los 4caros dejen la matriz.

Se revisoO en envés de las hojas infestadas con acaros mediante el estereoscopio
aumento 2x y con ayuda de un pincel fino se tomaron hembras adultas de T. urticae y se
colocaron un minimo de 8 hembras por matriz. Después se verifico que todas las hembras
se encuentren en buen estado y no existan elementos extrafios como tierra, basura,
telarafia, ademas, se verific que en las matrices no se encuentren ni huevos ni acaros

machos.
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Preparacion de diluciones
El producto de los fermentadores se filtré con papel filtro whatman n 5, se tomé una
alicuota de 2 ml para medir su concentracién en cdmara de Neubauer mediante diluciones

seriadas en tween 80 al 0.01% y azul de lactofenol al 1%.

Del liguido resultante del filtrado de concentracion conocida se hicieron diluciones de
106,107, 108 UFC/ml con agua estéril llegando a un volumen final de 100 ml, a estas
soluciones se les agrego6 0,3 cc/l de Agral 90 y fueron depositadas en un atomizador

desinfectado con alcohol al 70%.

Se utiliz6 el agroquimico Milbeknock al 0,75cc/L y Starmite 30 SC (0,35 cc/l) como
control positivo de la mortalidad de acaros, estos fueron diluidos en agua estéril adicional se
les agregaron 0,3 cc/l de Agral 90, todos llegaron a un volumen final de 100 ml y fueron
depositados en un atomizador desinfectado con alcohol al 70%. Para la solucién blanco se

utilizé agua estéril con 0,3 cc/l de Agral 90.

Para la aplicacion de los tratamientos, las matrices de experimentacion fueron
colocadas en forma de un triangulo equilatero en el centro se puso un pedazo de papel
hidrosensible para confirmar la cobertura en los bioensayos. Los atomizadores se elevaron
a 30 cm de las cajas objetivo y se hicieron un minimo de 5 aplicaciones, simulando un
movimiento parabdélico. El papel marcador debe mostrar una buena cobertura mas no estar
pintado completamente, finalmente las hojas se llevaron al estereoscopio donde se reviso la
cobertura sobre la matriz y sobre los acaros. Se taparon las unidades experimentales y se

colocaron en la incubadoraa 25 +2 °Cy 60 £ 5 h.r.

Las matrices se revisaron a las 24, 48, 72, 96 y 168 h, después de la aplicacién se

registraron nimeros de individuos vivos, muertos, presencia de huevos y ninfas.

Disefio experimental
El presente trabajo se evalué en tres etapas, la primera busca conocer cuél es la

fuente de carbono en medio liquido que permite a B. bassiana alcanzar altas
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concentraciones de esporas, en la segunda etapa se comparé medios con y sin presencia
de quitina como fuente de carbono, en estos ademas de la concentracién de esporas se
midid, cantidad de proteinas y actividad enzimatica. En la tercera y Ultima etapa se evalu6 la
susceptibilidad de T. urticae y el porcentaje de reduccién en la oviposicion a diferentes
concentraciones de B. bassiana, se tomd como blanco agua estéril con Agral 90 al 0,3ccll,

ademas de dos controles quimicos. Todos los ensayos se describen a continuacion.

Primera etapa

Se utilizé un disefio completamente al azar con 3 repeticiones por tratamiento como
variable de respuesta se cuantificé la cantidad de blastosporas producidas en fermentacion
liquida en un méaximo de 7 dias (168 h), se reportan en forma de promedios incluyendo el

valor del error estandar.

Tabla 9

Tratamientos para la fermentacion liquida de B. bassiana con distintas fuentes de carbono

Tratamiento Blastosporas/ml
Oh 48 h 96 h 168 h
MA MAI MAII MAIII MAIV
MB MBI MBI MBIII MBIV
MC MCI MCII MCIII PMIV

Nota: MA: medio liquido con aztcar morena como fuente de carbono, MB: medio liquido con
melaza como fuente de carbono, MC: medio liquido con licor fermentado de cafia como fuente

de carbono.

Los resultados se convirtieron a Log,,, raiz cuadrada e inversa con la finalidad de
gue sigan una distribucién normal, la cual se verific6 con la prueba Shapiro-Wilks (95%), el
supuesto de homocedasticidad se evalu6 con la prueba de Levene. Finalmente se realizé
una prueba de varianza (ANOVA) con una confianza del 95% y las diferencias entre

tratamientos se establecieron mediante los métodos de Duncan y Tukey (p < 0,05).
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Segunda etapa

Se utilizé un disefio completamente al azar con 4 tratamientos y 3 repeticiones,
como variable de respuesta se tomé la cantidad de blastosporas. Las unidades
experimentales fueron los biorreactores disefiados en el laboratorio con una concentracion
inicial de hongo de 10°, concentracion de proteina de cero y actividad enzimatica de cero.
Las mediciones se realizaron diariamente, los datos se reportan como promedios

incluyendo el valor del error estandar.

Tabla 10

Codificacion para tratamientos de fermentacion liquida de B. bassiana con distintas fuentes

de quitina.
Tratamiento Blastosporas/ml

24 h 48 h 72h 96h 120h 144h 168h

CN PCN PCN PCN PCN PCN PCN PCN

CP PCP PCP PCP PCP PCP PCP PCP
CMA PCMA PCMA PCMA PCMA PCMA PCMA PCMA
CMB pPCMB PCMB PCMB PCMB PCMB PCMB PCMB
CMC PCMC PCMC PCMC PCMC PCMC PCMC PCMC

Nota: CN; Control Negativo, CP: control positivo, CMA: medio liquido con harina de camarén
desproteinizada al 2%, CMB: medio liquido con harina de camarén desproteinizada al 3%,

CMA: medio liquido con harina de camarén desproteinizada al 4%, P: promedio.

Los resultados se convirtieron a Log,, raiz cuadrada e inversa con la finalidad de
gue sigan una distribucion normal, la cual se verificé con la prueba Shapiro-Wilks (95%), el
supuesto de homocedasticidad se evalu6 con la prueba de Levene. Finalmente se realiz6
una prueba de varianza (ANOVA) con una confianza del 95% y las diferencias entre

tratamientos se establecieron mediante los métodos de Duncan y Tukey (p < 0,05).
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La actividad enzimatica se midio en los extractos previos a ser utilizados en los
bioensayos a las 168 h, se utilizaron pruebas no paramétricas para conocer cuél es la

fuente de quitina que permite una mayor actividad enzimatica.

Tercera Etapa

Modelo probit

Mediante un andlisis probit se establecié las concentraciones letales al 50% (CL50) y
90% (CL90). Para esto se hicieron diluciones seriadas de B. bassiana obtenida en medio
liquido sin fuentes de quitina (primera etapa), las cuales de describen en la Tabla 13, el
tratamiento control se hizo con agua estéril, ademas a todas las soluciones se les agreg6
Agral 0.3cc/l.

Tabla 11

Tratamientos para el control de T. urticae con B. bassiana a distintas concentraciones.

Tratamiento Hongo Concentracién Repeticiones
conidios/ml

A B. bassiana 10° 3
5x10° 3
107 3
108 3
Control - Agua auto clavada 3
Total 12

Las unidades experimentales fueron cajas Petri con hojas de rosas y 10 unidades de
T. urticae, los ensayos fueron revisados diariamente mediante el estereoscopio, sin

embargo, se trabaj6 con los resultados a las 168 h.
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Evaluaciéon porcentaje de mortalidad y porcentaje de oviposicion de hembras

de T. urticae de todos los tratamientos

Para la etapa final se compararon 8 tratamientos, los cuales era dos controles

agroquimicos Milbecnock (0.75cc/l) y STARMITE 30 SC (0,35 cc/l), un tratamiento control

de agua estéril y 5 tratamientos con B. bassiana fermentada en medios con presencia y

ausencia de quitina para lo cual se tomd la contraccion estimada de CL50 en el modelo

probit. A todas las soluciones se les agreg6 Agral 90 0.3cc/L.

Tabla 12

Tratamientos para el control de T. urticae con B. bassiana

Tratamiento Descripcién Concentracion B. Dosis Réplicas
bassiana
A Fuente de carbono: Azucar 1.00E+07 No 3
3% aplica
B Inductor: Quitina coloidal 2% 1.00E+07 No 3
aplica
C Inductor: Harina de camardn 1.00E+07 No 3
desproteinizada 2% aplica
D Inductor: Harina de camardn 1.00E+07 No 3
desproteinizada 3% aplica
E Inductor: Harina de camarén 1.00E+07 No 3
desproteinizada 4% aplica
MT (Control Agroquimico Milbecnock No aplica 0,75 3
positivo 1) ccll
ST (Control Agroquimico Starmite 30 SC No aplica 0,35 3
positivo 2) ccll
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Tratamiento Descripcion Concentracion B. Dosis Réplicas
bassiana
Control Agua estéril No aplica No 3
negativo aplica
Total 21

Las unidades experimentales fueron cajas Petri con hojas de rosas y 10 hembras
adultas de T. urticae, los ensayos fueron revisados diariamente mediante el estereoscopio,

sin embargo, se trabajo con los resultados a las 168 h.

Mortalidad para Tetranychus urticae

individuos muerto

% Mortalidad = [ ] 100%

individuos totales
Férmula de Abbott corregida

%Mortalidad muestra-%Mortalidad testigo
100-%Mortalidad testigo

% Mortalidad= [ ]100%

Numero de huevos por acaro (Alvarez et al., 2008).

) # de huevos
Huevos por acaro =

# de acaros vivos
% Eficacia en la reduccion de la oviposicion (ERO) (Alvarez et al., 2008).

Huevos por acaro blanco — huevos por acaro tratamiento
% ERO = - ] 100%
Huevos por acaro blanco

Capitulo IV: Resultados y Discusion
Identificacion y reactivacién del hongo entomopatégeno

Identificacion macroscépicay microscopica de B. bassiana
El aislado de B. bassiana presentd un crecimiento lento y circular en medio PDA

suplementado con cloranfenicol 500 ppm como muestra la figura 4A y 4B. Al séptimo dia a
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25°C la colonia tenia un diametro de 19 mm, aspecto algodonoso, en un principio
totalmente blanco, a los 10 dias tenia un aspecto polvoso y ocasionalmente amarillento. El
revés de las colonias era de color blanco y amarillento en el centro, se observaba una
textura uniforme. Para la identificacion en microscopica se utilizé azul de lactofenol para
mejorar el contraste, se observo conidios en agrupacion similar al racimo de uvas, con

forma globosa a elipsoidal (Fig. 4 By C).

Figura 4

Caracterizacion morfologica del hongo entomopatdgeno B. bassiana.

Nota: Vista del crecimiento de B. bassiana al 7 dia de inoculacién en medio PDA. A: vista
anverso. B: Vista Reverso, C y D, Vista en microscopio de campo Optico de B. bassiana con
aumento de 100x C: Vista de hifas, lisas con conidios dispuestos de manera globosa en

racimos irregulares. D: Micelio septado con agrupaciones de conidiéforos.

La descripcion macroscépica y microscopica de B. bassiana coincidié con
Gebremariam et al. (2021) quienes aislaron entomopatégenos de distintas muestras de suelo

y los evaluaron en aumento 400x, donde los aislados de Beauveria revelaron conidios
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globosos a subglobosos con hifas hialinas y extension en zig-zag del raquis. La morfologia
macroscoépica de nuestro hongo coincidié con los 8 aislados de Beauveria realizados por Kulu

et al. (2015) al crecer en PDA todas fueron de color blanco, textura suave y polvosa.

Reactivacion aislamiento B. bassiana

La activacién de B. bassiana se hizo sobre adultos de T. urticae, previamente
desinfectados, estos fueron revisados diariamente en el estereoscopio a un aumento de 5x.
Se reaisld a los acaros que en el menor tiempo mostraban sefiales de muscardina blanca

enfermedad causada por B. bassiana (Fig. 5 Ay B).

Figura 5

Crecimiento de B. bassiana sobre T. urticae

Nota: Reactivacion del hongo entomopatégeno B. bassiana sobre la plaga T. urticae. A:
Acaro de T. urticae hembra momificado al tercer dia de la aplicacion de B. bassiana, B:

Acaros hembras de T. urticae momificadas al quinto dia de la aplicacion de B. bassiana.

Al ser Beauveria un hongo saproéfito, patdgeno y simbionte, que no depende de los
insectos huésped para completar su ciclo de vida, Ortiz Urquiza (2021) sugiere la activacion
del aislamiento sobre la plaga de interés, esto para conocer si existe patogenicidad hacia el
objetivo, en este caso se observo la momificacién de T. urticae por B. bassiana al tercer dia

de inoculacion del hongo, fendmeno que se observa en lafigura5 Ay B
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Identificacién molecular de B. bassiana
La cuantificacion del ADN tuvo como resultado 842,2 ng/ul, la pureza del acido
nucleico se verificé con la relacién de absorbancia a 260 y 280 nm dando un valor de 1.9, el

ADN obtenido se diluy6 hasta 20 ng/ul para su posterior amplificacion por PCR.

La amplificacion realizada con los cebadores ITS1/ITS4 dio como resultado una
banda de aproximadamente 600 pb, las que se visualizaron en gel de agarosa al 1%, el
marcador de peso molecular utilizado fue ABM 100 pb plus opti DNA marker, este resultado
coincide con lo calculado teéricamente basado en los cebadores utilizados y descritos con

anterioridad en el capitulo de métodos.
Figura 6

Vista del amplicon de B. bassiana por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

600pb |
500pb

200pb

S0pb

Nota: MM: marcador molecular ABM 100pb plus opti DNA marker, BB: Amplificacion de la

region de aproximadamente 600 pb correspondiente a de la region ITS1-5.8S-ITS4.

El amplicon de B. bassiana obtenido por PCR de la region ITS de rDNA dio como
resultado un fragmento de alrededor de 531 pb, coincidiendo con Gebremariam et al. (2021)
donde la amplificacion de la region ITS produjo un tamafio de fragmento de

aproximadamente 545 pb para los 8 aislamientos de B. bassiana, ellos relatan que la
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amplificacion de la region ITS1-5.8S-ITS4 permite una similitud de secuencia del 99 al 100%
datos verificados en el presente proyecto mediante la herramienta Blast del

NCBI/Genebank.

Anélisis Bioinformético

Como resultado del andlisis de la secuencia obtenida y su alineacién en el programa
Geneious Prime 2020.0.4, se obtuvo que la secuencia resultante tiene una longitud de 531
pb con una calidad de 99.8%. Una vez ensamblada la secuencia se comparé con la base de
nucleotidos de GenBank parte del NCBI, herramienta Blast, esto permitié segun se muestra
en la tabla 13 corroborar la alta similitud que presenta el hongo activado con otras especies
de Beauveria. El arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento de varias secuencias
de este hongo depositadas en el GenBank, también demostré la cercania de este aislado
con otras especies de Beauveria (Fig. 8), este tiene un clado fuertemente respaldado con un

valor de arranque del 95% y tiempo de separacion con B. bassiana del 0.000.

Tabla 13

Secuencia con alta similitud al hongo reactivado sobre la plaga T. urticae

Nombre Query Cover E value Porcentaje de  N° Accesion
cientifico identidad
Beauveria 100% 0.0 100% MT586632.1

basiana




Figura 7

Secuencias usadas para construir el arbol filogenético de B. bassiana rRNA/ITS, Arbol

filogenético de B. bassiana rRNA/ITS.

[ select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descrpton ssentfc Nare St S Covr valu g Lon s
v v - v v -
Beauveria bassiana ARSEF 1564 TS region; from TYPE material Beauveria bassiana 931 931 98% 00 ©885% 548 NR 1115041
Beauveria li ARSEF 11741 ITS region; from TYPE material Beauveria lii 913 913 99% 00 97.74% 555 NR 1116761
Beauveria varroae ARSEF 8257 ITS region; from TYPE material Beauveria varroae 913 913 99% 00 97.74% 556 NR_111599.1
Beauveria australis ARSEF 4598 ITS region; from TYPE material Beauveria australis 902 902 99% 00 97.37% 555 NR_111597.1
Beauveria brongniartii ARSEF 617 ITS region; from TYPE material Beauveria brongniartii 891 891 99% 00 9699% 555 NR 1115951
Beauveria kipukae ARSEF 7032 ITS region; from TYPE material Beauveria kipukae 889 889 99% 00 9699% 554 NR_111600.1
Beauveria pseudobassiana ARSEF 3405 ITS region; from TYPE material Beauveria pseudobassiana 830 880 99% 00 9662% 555 NR_111598.1
Beauveria asiatica ARSEF 4850 [TS region; from TYPE material Beauveria asiatica 869 869 99% 00 96.24% 555 NR_111596.1
Beauveria sungii ARSEF 1685 ITS regien, from TYPE material Beauveria sungii 848 848 99% 00 9551% 557 NR_111602 1
Beauveria malawiensis IMI 228343 |TS region; from TYPE material Beauvena malawiensis 848 848 100% 00 9551% 600 NR 1369791

NR 111602.1:26-557 Beauveria sungii ARSEF 1685 ITS region from TYPE material

MR 136979.1:48-579 Beauveria malawiensis IMI 228343 ITS region from TYPE material

NR 111600.1:26-554 Beauveria kipukae ARSEF 7032 ITS region from TYPE material

0.000

NR 111596.1:26-555 Beauveria asiatica ARSEF 4850 ITS region from TYPE material

MR 111595.1:26-555 Beauveria brongniartii ARSEF 617 ITS region from TYPE material

MR 111587.1:26-555 Beauveria australis ARSEF 4598 ITS region from TYPE material

NR 111598.1:26-555 Beauveria pseudobassiana ARSEF 3405 ITS region from TYPE material

o NR 111589.1:26-556 Beauveria varroae ARSEF 8257 ITS region from TYPE material

MR 111678.1:26-555 Beauveria lii ARSEF 11741 ITS region from TYPE material

oo NR 111594.1:26-548 Beauveria bassiana ARSEF 1564 TS region from TYFE material

o () H458i Secuencias consenso 2 reads from H458i assembled using Geneious

PR MR 137117.1:68-517 Cordyceps ningxiaensis HMJAU 25074 TS region from TYPE material
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Nota: Las secuencias fueron alineadas usando Mega 11, el analisis de las secuencias en

Mega 11 sugirié el modelo T92 (Tamura 3-parameter) + G, con un gamma de distribucién de

0.05; H458i: Muestra B. bassiana reactivada sobre T. urticae.
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Medios y condiciones de cultivo

Crecimiento de B. bassiana en cultivo liquido con diferentes fuentes de carbono
Se evalud el crecimiento en medio liquido de B. bassiana tomando como fuente de
carbono, azlicar morena, melaza y licor fermentado de maiz (Fig. 8). La concentracion de

blastosporas/ml se midié en 0, 48, 96 y 168 horas (Apéndice n°1).

Figura 8

Crecimiento de B. bassiana en fermentadores de medio liquido con distintas fuentes de

carbono.

Lineas multiples Media de CONCENTRACION por TIEMPO por TRATAMIENTOS

et TRATAMIENTOS

1.00E10 | MA
ImB

1,00E9 MC
1,00€8 |

10.000.000,00

1,000.000,00 |

100.000,00 |

10.000,00

Media CONCENTRACION

1.000,00 |
100,00
10,00 |

0,00€0 -
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TIEMPO

Barras de error: +/- 2 SD

Nota: 1: Disefio de fermentadores, A: Motor de pecera para el flujo de aire y agitacion B:
Conexion para el sistema dual de agitacion y aireacion. 2: Curvas de crecimiento de B.

bassiana, Tiempo vs concentracion de medios con distintas fuentes de carbono.

El método de produccion planteado en el presente trabajo permite obtener altas
concentraciones de blastosporas, todas superirores a 1*10%, ademas del filtrado de los
medios de cultivo. Para evaluar el mejor medio de cultivo, primero se hizo una prueba
comparativa del nivel de blastosporas/ml en los diferentes tiempos, 0,48,96 y 168 h como se
observa en la figura 9, con al finalidad de conocer el tiempo al que los medios tiene un

mayor porcentaje de esporulacion.
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Figura 9

Nivel de blastosporas/ml de B. bassiana en distintos tiempos 0, 48, 96 y 168 h.
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Nota: MA: medio liquido con azUcar morena como fuente de carbono, MB: medio liquido con
melaza como fuente de carbono, MC: medio liquido con licor fermentado de cafia como fuente
de carbono. A: Concentracion promedio de blastosporas de Beauveria bassiana a diferentes
tiempos de incubacion. B: La prueba de comparacion de Tukey separa a los resultados a 96
y 168 h (grupo c¢) con mayor cantidad de esporas por ml. C: La prueba de comparacion de
Duncan separa a los resultados a 96 y 168 h (grupo c) con mayor cantidad de esporas por

ml.
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Las pruebas comparativas de Tukey y Duncan separan las concentraciones de
blastosporas a las 96 y 168 h de fermentacién indicando que poseen una media similar,
estos resultados son fueron semejantes a la propuesta de Garcia et al. (2013) quienes
sugieren un tiempo 6ptimo en la fermentacion para B. bassiana en medio liquido es de 4
dias (96 horas), debido a que el hongo alcanza un 80% de la fase logaritmica de

crecimiento.

Para Rini Indriyantil et al. (2022) quienes probaron 6 medios liquidos para el
crecimiento de B. bassiana, evaluados en un maximo de 30 dias, describen que al 4 y 5 dia
de fermentacién el hongo crece en la superficie del medio liquido, siendo un indicador de
saturacion del medio, fenémeno observado en los fermentadores del presente trabajo al 6
dia. Ellos describen que al decimo dia el hongo se asienta en el interior de la matriz y el

crecimiento es pobre, sugiriendo que no se extiendan mas los procesos fermentativos.

En la figura 10 se tomaron las concentraciones medidas a las 96 y 168 horas para
comparar el nivel de blastosporas/ml en distintos tratamientos y conocer la fuente de

carbono que permite una mayor concentracion del entomopatégeno.
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Figura 10

Crecimiento de B. bassiana en diferentes medios liquidos con 3 fuentes de carbono.
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Nota: A: Concentracién promedio de los medios liquidos para la produccién de blastosporas
de Beauveria bassiana. B: La prueba de comparacién de Tukey separa a los resultados de
los medios MC y MA (grupo b) con mayor cantidad de esporas por ml C: La prueba de

comparacion de Duncan separa a los resultados del medio MA (grupo b) con mayor cantidad
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de esporas por ml, D: Crecimiento de B. bassiana en sacarosa al 3% p/v mediciones tomadas

cada 24h.

En la tabla 14 se describié a manera de resumen varias investigaciones que utilizaron

distintas fuentes de carbono en la fermentacién liquida de B. bassiana

Tabla 14

Concentraciones de blastosporas con distintas fuentes de carbono

Fuente de %P/v Concentracién  Tiempo de Bibliografia
carbono fermentacion
(horas)
Sacarosa 3% 1,50E+09 168
Melaza 3% 6,17E+08 168
Licor 3% 7,83E+08 96
fermentado
de cafia
Sacarosa 3% 5,67E+07 120 Pham T et al.
(2009)
Glucosa 4-10% [LE+08 - 1IE+09] 120 Mascarin et
al. (2011)
Glucosa 20% 2E+09 120 Mascarin et
al. (2011)
Melaza de 5% 2.6E+09 120 Lohse et al.
remolacha (2014)
azucarera
Melaza 2% 1.2E+09 96 Garcia et al.

(2013)
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Fuente de %P/v Concentracion  Tiempo de Bibliografia
carbono fermentacion

(horas)
Harina de 2% 8,54E+08 192 Pham T et al.
maiz (2009)
Glucosa + 5% + 2% 1.8E+09 72 Chong et al.
Licor (2011)
fermentado
de maiz

En el presente trabajo se utilizé sacarosa, melaza y licor fermentado de cafia al 3%
como fuente de carbono, estas fueron elegidas debido a su bajo costo y facil acceso, todas
dieron resultados de concentracion en blastosporas/ml superiores a 108, lo que nos indica
gue son una buena fuente de carbono.

Garcia et al. (2013) evaluaron un medio de cultivo con melaza al 3% como fuente de
carbono para Beauveria el cual llegé a la concentracion de 1.2E+09 blastosporas/ml a 96
horas, esta siendo superior a la observada en el presente trabajo, no obstante, la diferencia
en el crecimiento se puede dar por la desigualdad en el sistema de agitacion y aireacién, en
su estudio ellos mantienen dos sistemas de agitacion y temperatura superior a los 25°C.

Como se observa en la tabla 13 el aumento de la concentracién % p/v de la fuente
de carbono esta relacionada al incremento de blastosporas/ml en menor tiempo de
fermentacion, en el presente trabajo se llegd a un pico de concentracion al 3% de sacarosa
de 1E+09 en 168 h, 96 horas adicionales de fermentacion del ensayo realizado por
Mascarin et al. (2011) donde en medios con glucosa al 20% obtuvieron un rendimiento
superior a 1x10° blastosporas/ml a las 72 h. Nuestros resultados también tomaron 48 horas
de fermentacion adicionales a los resultados reportados por Lohse et al. (2014) en medio
liquido con 5% p/v de sacarosa con un rendimiento de 2.6x10° esporas/ml a las 120h, esto

sugiere que para tener mayores concentraciones del entomopatégeno en menor tiempo
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debemos incrementar el % p/v de la fuente de carbono hasta un minimo del 5% p/v. Incluso,
estudios como el de Chong et al. (2011) nos sugieren que se puede obtener un mejor
rendimiento de blastosporas combinando fuentes de carbono de distintas naturalezas.

Ademaés de la reduccion en el tiempo de fermentacion, Mascarin et al. (2018) reporta
gue el aumento en la fuente de carbono esta intimamente relacionado con la estabilidad de
las esporas, aun cuando se mantienen las concentraciones en 1E+09 mejora Notablemente
la resistencia a distintas condiciones ambientes y aumenta de la patogenicidad de los
propégulos infecciosos.

Para la fuente de nitrégeno y sales basales muchos autores sugieren el uso de
harinas para reducir costos en el medio, no obstante Elias-Santo et al. (2021) relata su
experiencia con 6 tipos de harina para sustituir fuentes de nitrégeno y sales basales, los
cuales llegan a concentraciones inferiores a 1E+09. En consecuencia, en el presente
trabajo se optd por (NH4)2S04 0.6% p/v y diferentes sales de uso agricola de facil acceso
como KH2P0O4, MgS04, NaCl, Ca (NO3)2 para una correcta suplementacion del medio de
cultivo.

Crecimiento de B. bassiana en medio liquido con presencia y ausencia de quitina.

Se evalud el crecimiento en medio liquido de B. bassiana tomando como fuente de

carbono, azticar morena y diferentes fuentes de quitina (Fig. 12).
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Figura 11

Crecimiento de B. bassiana en distintos medios con fuentes de quitina
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Nota: CP: control positivo, CN; control negativo, CMA: medio liquido con harina de camaro6n
desproteinizada al 2%, CMB: medio liquido con harina de camarén desproteinizada al 3%,

CMA: medio liquido con harina de camarén desproteinizada al 4%.

Se utilizé quitina coloidal y cascaras de camarén como Unica fuente de carbono, lo
gue repercutié en el crecimiento de B. bassiana alcanzando una concentracién maxima de
5*107 a los 7 dias de fermentacion, a comparacion de sacarosa al 3% con una
concentracion de 1*10° en el mismo tiempo. Segln Poria et al. (2021) el extracto de
levadura, el extracto de malta, la caseina, el sulfato de amonio, la quitina coloidal y las
escamas de quitina se consideran fuentes de nitrégeno, usadas en la produccién de
guitinasas. Esto resulta clave para entender la baja en al concentracién de blastosporas en
medios que no disponian sacarosa y Unicamente fuentes de quitina, debido a que las
relaciones C:N son imprescindibles para el crecimiento de B. bassiana, sugiriendo probar
medios combinados para un éptimo desarrollo del entomopatdégeno, no obstante, el uso de
fuentes de quitina, ayuda a que el hongo aumenta su agresividad sobre T. urticae en los

bioensayos, como se observa en al figura 25.
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Figura 12

Nivel de blastosporas/ml de B. bassiana en distintos medios con quitina para

0,24,48,72,96,120,144 y 168 h.
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Nota: A: Concentracion promedio de blastosporas de Beauveria bassiana a diferentes
tiempos de incubacién en medios con ausencia y presencia de quitina. B: Prueba de Kruskal
- Wallis para diferencia de nivel de blastosporas/ml de B. bassiana en distintos tiempos,

separa a las medias a las 96,120,144 y 168 h con mayor crecimiento.

La prueba de comparacion multiple no paramétrica de Kruskal Wallis, agrupa a las

mediciones de blastosporas a las 96,120,144 y 168 horas con la misma media, por lo que se
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infiere que desde las 96 h no hay cambios representativos en la concentracion de

blastosporas. Elhakim, Mohamed, & Elazouni (2020), estudio el crecimiento de B. bassiana,

en fermentacion liquida con quitina coloidal al 3% p/v llegaron al maximo de su crecimiento a

las 96 horas de fermentacién, valor que coincide con el del presente trabajo.

Figura 13

Crecimiento de B. bassiana en diferentes medios liquidos con presencia de quitina y sacarosa

al 3% plv.
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Nota: A: Concentracion promedio de los medios liquidos con presencia y ausencia de quitina

para la produccién de blastosporas de Beauveria bassiana. B: La prueba de comparacién de

Tukey separa a los resultados de los medios CMB y CMC (grupo b) con mayor cantidad de

esporas por ml B: La prueba de comparacion de Duncan separa a los resultados del medio

CMB y CMC (grupo b) con mayor cantidad de esporas por ml.
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La mayor concentracién de blastosporas/ ml coincidié con los % p/v de cascara de
camaron desproteinizado mas altos evaluados en el presente trabajo de 3y 4 % llegando a

un maximo de 5*107 blastosporas/ml.

Figura 14

Actividad enzimatica quinolitica medida en diferentes medios con quitina y sacarosa al 3%

p/v
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Nota: Crecimiento de B. bassiana en diferentes medios convertidos a log base 10

(anaranjado), Actividad quinolitica en U/ml (verde) medidos a las 144h.

Los medios con mayor actividad enzimatica, agrupados por la prueba Kruskal Wallis
fueron el medio CN, CP y CMB, que corresponden al medio con sacarosa al 3%, con quitina
coloidal al 2% y con cascara de camarén al 3%. El medio con mayor actividad enzimatica con
respecto al nivel de blastosporas/ ml fue el que contenia quitina coloidal esto se debe a la
disponibilidad de la quitina en el medio, esta forma soluble es mas accesible para que el
hongo produzca las quitinasas. Ademas, es la fuente mas recomendada para los procesos
de produccion enzimética (Elawati et al., 2018). No obstante, el medio con sacarosa al 3%,
tuvo un mayor desarrollo de biomasa, por consecuente también alcanz6 altas

concentraciones de enzima, estudios como el realizado por Gonzalez et al. (2010) sugieren
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gue los medios se suplementen con quitina coloidal, manteniendo fuentes de carbono
accesibles para el hongo, esto da como resultado altos niveles de biomasa y de actividad
enzimatica. Barreto & Castro (2011) propone que las fuentes de carbono en pequefios
porcentajes ayudan al desarrollo de la biomasa fungica la cual al crecer degradara la fuente
de quitina, incrementando los niveles de actividad enzimatica y los propagulos infecciosos al
mismo tiempo, por lo que se recomienda combinar la sacarosa y la fuente de quitina en los

medios liquidos.

En el presente trabajo se observd que el medio con cascara de camardn
desproteinizada al 4%, tiene la menor concentracidon de actividad enzimatica, esto puede
deberse al incremento en NaCl presente en las cascaras, segun Vahed et al. (2013)
concentraciones desde 2M — 3M de NaCl pueden inhibir del 50% al 90% de la actividad
quinolitica. Ademas, al incrementar el porcentaje de cascaras en el medio, se eleva la
posibilidad de encontrarse algun residuo o agente contaminante presente en las mismas
capaz de inhibir la actividad enzimética, Amar et al. (2016) reportaron que iones metalicos
como Cu?*, Fe?*, Ag*y Hg?*, ademas de agentes quimicos y solventes organicos inhiben la

actividad enzimatica de las quitinasas.

Bioensayos
Identificacion morfoldégica de T. urticae

El acaro arafia hembra tiene una forma elipsoidal, de varios colores, entre rojo,
amatrillo verdoso o casi translucido (Fig. 15 A), presenta dos manchas caracteristicas que se
intensifican segun la alimentacion del acaro (Fig. 15 C). El macho tiene un extremo caudal
elipsoidal y es visiblemente mas pequefio que las hembras. El tamafio oscil6 entre 0.4 a 0.6

mm (Fig. 15 F).
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Figura 15

Acaro rojo Tetranychus urticae

Nota A. Vlsta ante dorsal de un hembra T. urtlcae en aI:ene de inmersion eﬁ mlcroscbplo de
campo 6ptico con un aumento de 10x B. Vista superior de T. urticae region pro dorsal con
aumento 40x, se muestran las 4 patas principales y las divisiones en tarso y tibia C. Vista
inferior de T. urticae region del opistosoma con aumento de 40x. D. Hembras adultas de T.
urticae en el reverso de hoja de Rosas E. Huevos de T. urticae F. Macho subrayado en rojo

junto a una hembra donde resalta el dimorfismo corporal

Preparacion ensayos de susceptibilidad de T. urticae

Se adaptaron los bioensayos de tal forma que permitan el desarrollo y
mantenimiento de T. urticae por 7 dias, matrices fotografiadas en la figura 16 C. El montaje
de las unidades de cria se observa en la figura 16 A, donde se parte con hojas turgentes y
sin sefal visible de ninguna enfermedad y se colocan 10 hembras adultas de T. urticae,
después se aplica el tratamiento como se describe en materiales y métodos (Fig. 16 D y E).
Son revisadas diariamente -ensayos con signos de contaminacion se descartaron- a las 168
h se calculé el % de Mortalidad y % de Reduccién de oviposicién de T. urticae, con las

hembras susceptibles al ensayo.
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Figura 16

Proceso de montaje de bioensayos y control de cobertura sobre T. urticae

Nota: A. Rectangulos de hojas de rosas en algodén humedecido, con bordes de algodén
para evitar que las hembras salgan de la hoja B. Control de aplicacion de soluciéon con un
fragmento de hoja hidrosensible C. Unidades de experimentacion con 10 hembras de T.
urticae por cada hoja y ensayos por triplicado. D. Hoja de rosas con 10 hembras de T.
urticae en vista 2x. E. Vista de control de cobertura de T. urticae con espectrofotometro a

5x.

Analisis estadisticos

Para analizar la susceptibilidad de T. urticae a diferentes concentraciones de B.
bassiana, se hizo un modelo probit aplicado a la mortalidad de hembras y a la reduccion en
la oviposicion de hembras de T. urticae, las concentraciones del hongo aplicadas fueron
1x10°, 5x108, 1x10” y 1x108, los ensayos fueron revisados diariamente y los porcentajes
calculados al séptimo dia de aplicacion, el andlisis estadistico se llevo a cabo en la

plataforma SPSS.
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En la figura 17 podemos observar una recopilacién de imagenes de los controles
para diferentes bioensayos, donde resalta la presencia de hembras en un buen estado,
presencia de huevos y ninfas en algunos casos. La figura 18 es un resumen de fotografias
gue evidencia la susceptibilidad de T. urticae a diferentes concentraciones de blastosporas
de B. bassiana obtenido mediante fermentacion liquida con aztcar morena al 3% como
fuente de carbono.

Figura 17

Resumen de fotografias de controles para bioensayos sobre T. urticae.

Nota: Hembras de T. urticae en unidades control de bioensayos de susceptibilidad a B.
bassiana, A: Hembra adulta con dos larvas y 22 huevos, B: Hembra adulta con 9 huevos,
C: 2 hembras y 29 huevos, D: Huevos de diferentes tonalidades de T. urticae, E: Larva de T.
urticae al primer dia de eclosion, F: huevos y larvas de T. urticae. La media de oviposicion
por hembras de T. urticae es de 12 huevos por acaro, limite inferior de 9 y limite superior de

15 huevos por &caro.
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Figura 18

Susceptibilidad de T. urticae a distintas concentraciones de B. bassiana al séptimo dia de

aplicacion

Nota: A, B, y C: Susceptibilidad de T. urticae a solucién de B. bassiana a 1x108, las
hembras se encuentran en buen estado, sin embargo, se evidencia una reduccion en la
oviposicion en promedio de 4.375 huevos por acaro. D, E y F: Susceptibilidad de T. urticae
a solucion de B. bassiana a 1x107, reduccién en la oviposiciéon en promedio de 2.3 huevos
por acaro y aumento de la mortalidad de hembras de T. urticae, G, H e I: Susceptibilidad de
T. urticae a solucién de B. bassiana a 1x108, la tasa de oviposicion medida en huevos por
acaro se reduce a menos de uno y aumenta la mortalidad hasta el 50%, |: momificacién de

T. urticae por B. bassiana.
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Las fermentacion liquida de B. bassiana permitio la obtencion de blastosporas y
medio de cultivo los cuales resultaron de alta patogenicidad contra T. urticae (Fig 19),
coincidiendo con lo descrito por Hwi-Geon et al. (2017), quienes evaluaron la susceptibilidad
de T. urticae a tres tipos de propagulos infecciosos de B. bassiana incluidos filtrado de
cultivo, conidios aéreos y blastosporas, las soluciones fueron ajustadas a 108 esporas/ml,
donde las blastosporas de la cepa Beauveria bassiana 2R-3-3-1 exhibieron los mas altos
niveles de patogenicidad cercano al 100% de mortalidad al séptimo dia post tratamiento,
siendo estos los mejores resultados junto a los productos del cultivo liquido, ellos sugieren
gue ambos tiene potencial para ser agentes bioldgicos, fenémeno evaluado en este trabajo
con el porcentaje de Mortalidad y la alteracion en parametros poblacionales de T. urticae

(Tabla 14).

Figura 19

Porcentaje de Mortalidad y Reduccion en la oviposicion de T. urticae a B. bassiana
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Segun Alfaro (2019), Al Khoury et al. (2020) y Draganova y Simova (2010), la
mortalidad de T. urticae aumenta a medida que incrementa la concentracién del
entomopatégeno en los ensayos, fendmeno observado en el presente estudio alcanzando
una mortalidad cercana al 50% a concentracion 102 blastosporas/ml. Para Draganova &

Simova (2010), diferentes aislados de B. bassiana a concentraciones de 105 107,108,
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ocasionarian un 100% en la mortalidad de T. urticae teniendo la concentracion 108 el menor
LT50. Efecto que no se pudo observar en el presente trabajo, esto se puede dar debido a que
solo trabajamos con un aislamiento, siendo una variante de B. bassiana, destacando asi la
importancia de aislar B. bassiana de diferentes insectos y ecosistemas. Este resultado
también fue descrito por Alfaro (2019), donde en ensayos aplicados para Tetranychus
merganser a concentraciones del entomopatdégeno 108 tendrian una media de mortalidad en
50% + 2, no obstante, dos de los once aislamientos Bb14 y Bb16 alcanzan porcentajes de
mortalidad cercano al 100% al quinto dia post- infeccion. Finalmente, el ensayo realizado por
Castillo et al. (2020) a T. urticae con concentraciones de 10% describe una mortalidad de
alrededor del 60%, siendo este valor cercano al observado en el presente estudio.

Ademas de la mortalidad varios autores evallan el cambio en la dinamica poblacional
de T. urticae, estos parametros pueden ser disminucion en la fecundidad, expresando en la
figura 20 como reduccion en la oviposicion, disminucién de la longevidad de adultos, retraso
en el ciclo de vida, reduccion de eclosion y viabilidad de huevos. La fecundidad sera evaluada
mas adelante mediante el modelo Probit descrito en la figura 20, no obstante, es interesante
recalcar que se observo que a medida que se aumenta la concentracién del entomopatégeno
en los tratamientos se reduce la eclosion de huevos de los mismos. Esto sugiere que se haga
un ensayo donde se cambien las unidades experimentales de hembras adultas por huevos
de menos de 24h para conocer el efecto de B. bassiana en la eclosion de huevos, este es un
fendmeno ya antes estudiado por Bugeme et al. (2014) donde el porcentaje de la eclosion de
huevos de T. urticae tratados con concentraciones 3x10°, 1x108, 3x10°,1x107 fueron 60.2+2.5,

50.8+2.1, 34.7+0.9, 27.4+0.9 respectivamente.
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Modelo Probit aplicado para él % Mortalidad y % Reduccion de la oviposicion de T. urticae a

B. bassiana

Nota: A: Modelo Probit para él % de Mortalidad de T. urticae a B. bassiana, la regresion
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tiene un coeficiente de determinacion de 0.898, B: Modelo Probit para él % de Reduccion de

oviposicién de T. urticae a B. bassiana, la regresidn tiene un coeficiente de determinacion

de 0.930.
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Tabla 15

Concentraciones letales para B. basiana sobre T. urticae en bioensayos a nivel de

laboratorio.
Limites de confianza
CL50 CL90 CL50 CL90
Prueba
(bls/ml) (bls/ml) (blastosporas/ml) (blastosporas/ml)

Inferior  Superior Inferior  Superior
Mortalidad 5,42E+07 1,51E+10 1,66E+07 1,70E+09 7,71E+08 6,93E+15
Reduccion

550E+05 9,85E+06 2,48E+04 1,44E+06 4,80E+06 4,83E+07
oviposicion

Nota: bls: blastosporas

Figura 21

Valores de CL 50 para la mortalidad de T. urtice de distintos aislados de B. bassiana.

Aislamientos vs LogT0CL50
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Nota: Grafico resumen de distintos CL50 convertidos a log10, en verde esta representado el
valor encontrado en el presente estudio de 5,42E+07 blastosporas/ml, el aislamiento
ICIPE279 tiene un CL50 0.1E+07 conidios/ml y fue reportado por (Bugeme et al., 2014), el

aislamiento F-12, F-53, F-56 tienen un CL50 de 9.12 E+07, 6.6 E+07, 4.3 E+07, conidios/ml
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y fue reportado por (Yanar et al., 2018), el aislamiento B. b maiz tienen un CL50 de 3,3

E+06 conidios/ml y fue reportado por (Elhakim et al. 2020), Tabla 19, Apéndice 11.

En la figura 21 se observa los datos correspondientes a CL50 de esta investigacion y
los reportados por otros autores. EI CL50 obtenido en el presente estudio fue de 5,42E+07,
valor que se encuentra dentro del rango de [3.3 E + 06 — 9.12 E + 07] obtenidos por los
autores mencionados. Por lo que se puede inferir que el CL50 hallado es un buen indicador
de que el aislado controla a T. urticae. Se reitera que la letalidad que ejerce B. bassiana

sobre T. urticae depende de la cepay aislado con el que se desarrollen los bioensayos.

Varios efectos subletales de B. bassiana sobre T. urticae han sido ampliamente
reportados (Seyed-Talebi y otros, 2012), en el presente trabajo se evaluo la disminucion en
la fertilidad de las hembras adultas de T. urticae mediante los valores de reduccion en la
oviposicion los cuales tuvieron un CL50 en concentraciones 5,50E+05. En un estudio
realizado por Kheradmand et al. (2022) trabajaron con dosis subletales de B. bassiana LC10
6.76E+02, LC20 8.74E+03 y LC30 55.38E10+3 conidios/ml, donde en todas las
concentraciones observaron cambios en los parametros poblacionales de T. urticae, como
disminucién de la longevidad de adultos, disminucion de la fecundidad, disminucion en la tasa
reproductiva neta. Este fendmeno fue ampliamente observado en el presente estudio, donde
en concentraciones bajas como altas existe reduccion en la oviposicion de hembras de T.
urticae, el resultado mas eficiente con respecto a la disminucién en la fertilidad fue con la
concentracion de 108 blastosporas/ ml dando un porcentaje de reduccion de oviposicién del
97% y fecundidad expresada en huevos/acaro/dia de 0.3, estos cambios en los pardmetros

poblacionales sugiriendo la viabilidad del producto para el manejo integrado de plagas.

Wekesa et al. (2006) recopil6d informaciéon sobre la mortalidad, fecundidad y fertilidad
de huevos de Tetranychus evansi, donde sometieron a deutoninfas a la concentracion
subletal de 1.1E10+5 y monitorearon la oviposicion de las hembras sobrevivientes de la
infeccién fangica, las hembras tratadas con el hongo tendrian reduccion de la fecundidad

(huevos/acaro) en 6 £ 1 con respecto al blanco que alcanzaria un 14 + 2 huevos por acaro.
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Datos similares se obtuvieron en esta investigacion donde el blanco tendria una media de
fecundidad en 11.83 huevos por 4caro con un maximo de 14.6 huevos por acaro comparado
con el tratamiento con la mas baja concentracién del entomopatégeno 1.0E10+6 donde la

fecundidad se redujo a 4.375 huevos por acaro.

Susceptibilidad de T. urticae a B. bassiana obtenida de diferentes medios

liquidos con presenciay ausencia de quitina.

Para analizar el porcentaje de mortalidad y reduccion de la oviposicion se trabajé
con cinco medios de cultivo CP, CN, CMA, CMB y CMC, ademas un control negativo agua
estéril y un control positivo con los agroquimicos Milbecnock 0,75 cc/l y Starmite 30 SC 0,35
cc/l. Se fijé para los productos biolégicos la concentracién de hongo 1x107, esta
concentracion en el presente trabajo representa el CL50 en Mortalidad y CL90 en reduccion
de la oviposicién resultante del modelo Probit (Tabla 14). Los datos registrados no siguieron
una distribucion normal por lo que se tomd la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con
comparacion multiple de a pares y nivel de significancia al 0.05, para conocer los mejores

tratamientos (Fig. 25).
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Figura 22

Susceptibilidad de T. urticae a B. bassiana obtenida del medio liquido CMB, CMC y CP.

Nota: A, B y C Susceptibilidad de T. urticae a B. bassiana de medio CMB, promedio huevos
por acaro 2, porcentaje de mortalidad del 32,63. D, E y F Susceptibilidad de T. urticae a B.
bassiana de medio CMC promedio de huevos por acaro en 3 y porcentaje de mortalidad en
5.24%, G, H e | Susceptibilidad de T. urticae a B. bassiana de medio CP promedio de

huevos por acaro en 1.8 y porcentaje de mortalidad en 10%.
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Figura 23

Susceptibilidad de T. urticae a los agroquimicos Milbecnock 0,75 cc/l y Starmite 30 SC 0,35

ccll.

Nota: A, B y C susceptibilidad de T. urticae al agroquimico Starmite 30 SC 0,35 cc/l, media
de huevos por acaro 3 y mortalidad del 47.37%. D, E y F susceptibilidad de T. urticae al

agroquimico Milbecnock 0,75 cc/l, media de huevos por acaro 0,26 y mortalidad del 28%.



Tabla 16

Clasificacion segun Insecticide Resistance Action Committee (IRAC), de los ingredientes

activos presentes en los diferentes tratamientos

87

Nombre Ingrediente Dosis Ingredient  Clasificaci6 Modo de
comercial  activo e activo n Acorde accion
(9)/L o0 Kg Irac
Starmite 30 Cyenopyrafe 0,35 ccll 314g/l Grupo 25A Sobre el
SC n sistema
respiratorio
Milbecnoc  Milbemectin 0,75 cc/l 9.3g/l Grupo 6 Sobre el
k sistema
nervioso y
muscular
Beauveria  Modo de 107 UNF* Multisistémic
bassiana accion blastospora Modo de 0
desconocido s /ml accion
incierto

Nota: Grupo 25: Inhibidores del transporte de electrones en el complejo mitocondrial Il,

Grupo 6 Moduladores alostéricos del canal de cloro dependiente de glutamato
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Figura 24

Susceptibilidad de T. urticae a B. bassiana obtenida de diferentes medios liquidos con

presencia y ausencia de fuentes de quitina y acaricidas comerciales
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Resumen % de Mortalidad sobre T. urticae por B. bassiana y controles de los
agroquimicos en barras color rojo, Resumen %Reduccién en la oviposicién de T. urticae
provocado por B. bassiana en barras color azul, ademas se evaluaron dos controles de
agroquimicos MT: Milbecnock 0,75 cc/l y STAR: Starmite 30 SC 0,35 cc/l y un tratamiento

control (B).

Los valores mas altos de mortalidad y reduccion en la oviposicion se dieron por los
controles quimicos, MT: Milbecnock 0,75 cc/l y STAR: Starmite 30 SC 0,35 cc/l a
comparacion de los tratamientos bioldgicos, no obstante, Sun et al. (2022) describen la alta
resistencia que se genera la cyetpyrafen por T. urticae, en el caso de B. bassiana Khoury et
al. (2020) describe un aumento en la resistencia midiendo el CI50 en 28.82 veces después
de 40 generaciones de T. urticae tratadas con el entomopatégeno, no obstante varios
acaricidas comerciales sostienen cambios de hasta 10000 veces después del mismo
namero de generaciones. Por lo que es recomendable el uso de controles biolégicos contra
T. urticae haciendo los tratamientos mas sostenible en tiempo y espacio, Ademas Seyed et

al. (2014), Castillo et al. (2020), Lopez et al. (2022) , reportan ejemplos de sinergia de
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Beauveria con distintos acaricidas comerciales, con este tipo de investigaciones se sugiere
gue estos no deben ser excluyentes debido a que se alcanza un mayor control cuando se

une B. bassiana a las rotaciones de los cultivos.
Figura 25

Prueba Kruskal Wallis para establecer diferencias en % Mortalidad, % Reduccion de la

oviposicion y Media de huevos por &caros en diferentes tratamientos

A Tratamientos vs Media del % de Mortalidad
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Nota: A: La prueba no paramétrica Kruskal Wallis separa al tratamiento bioldgico CN y
CMB, a los tratamientos con agroquimicos MT y STAR con mayor porcentaje de mortalidad,
B: La prueba no paramétrica Kruskal Wallis separa al tratamiento biol6gico CP, CN y CMB,
al tratamiento con agroquimico MT con mayor porcentaje de reduccion en la oviposicion, C:
La prueba no paramétrica Kruskal Wallis separa al tratamiento biolégico CP, CN y CMB, al

tratamiento con agroquimico MT con menor cantidad de huevos por acaros.
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Figura 26

Actividad enzimética y efecto de B. bassiana en diferentes medios de cultivo sobre T.

urticae
Susceptibilidad de T. urticae a distintos tratamientos
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Nota: Las barras violetas representan la actividad enzimatica quitinasa en (U/ml) de distintos
tratamientos a las 144 h de fermentacion, las barras rojas representan la mortalidad de T.
urticae a distintos tratamientos, mientras que las barras verdes representan el porcentaje de

reduccion de oviposicion de T. urticae.

Los tratamientos biolégicos con mayores porcentajes de Mortalidad y reduccién en la
oviposicién, son CN, CP y CMC, los cuales corresponden a la mayores concentracion de

actividad quinolitica extracelular, expresada en (U/ml).
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Figura 27

Propuesta de método de produccion de B. bassiana en medio liquido
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La propuesta para la biodisponibilidad de B. bassiana como un posible control
biolégico para la plaga T. urticae, parte de una cepa activada sobre la plaga de interés, la
cual se mantendra en agar quitina coloidal 1%p/v, de esta cepa se hara un pre cultivo en
medio liquido con sacarosa al 5% p/v como fuente de carbono con un volumen final de 1
Litro. Al tiempo se preparan las cascaras de camaron, trituradas, secadas y
desproteinizadas con un tratamiento térmico y en solucion de NaOH. Todos los medios y

materiales serdn autoclavados para reducir el riesgo de contaminacion.

El bioproceso tendra un tiempo de fermentacién de maximo 96h, a 25°C. El pH se
ajustara a 5.4 antes de empezar la reaccion y no se modificara mientras transcurre el
proceso de fermentacion, el fermentador sera alimentado con el pre cultivo ocupando un
10% del volumen total, en el ejemplo descrito se considera un bioproceso que ponga a
disponibilidad 10 litros del entomopatdégeno, por lo que serd alimentado con 1 litro de pre
cultivo de 2 dias de fermentacioén. Al retirar el cultivo del medio, se hara un proceso de

centrifugacion con esto se busca separa la biomasa del cultivo. El liquido se utilizara sobre
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las plantas de interés y los residuos solidos se solubilizaran y enviaran al suelo de los

cultivos.

Conclusiones

- Se caracterizo el aislamiento de B. bassiana con un crecimiento lento y circular,
aspecto algodonoso, de color blanco en el anverso y amarillento en el reverso, los
conidios se agrupaban en forma de racimo de uvas, con una silueta globosa y
elipsoidal, el amplicon de B. bassiana obtenido por PCR de la regién ITS de rDNA
dio un fragmento de alrededor de 531 pb, la secuencia ensamblada se comparé con
la base de nucleétidos del Genbank dando un porcentaje de identidad del 100% con
Beauveria bassiana.

- Lafuente de carbono que permitié una mayor concentracion del entomopatégeno fue
azucar morena con 1,50E+09 a las 168 horas de fermentacion.

- La concentracion letal 50 para la mortalidad de T. urticae por B. bassiana se estimo6
en 5,42E+07, el mayor porcentaje de mortalidad fue superior al 50% y se alcanz6
con concentraciones de entomopatdgeno de 1,50E+08, ademas el porcentaje de
reduccion de oviposicion a la misma concentracion fue del 97%.

- La presencia de quitina en el medio liquido segun su naturaleza, induce a mayor
actividad enzimética quinolitica por Beauveria, siendo la quitina coloidal la fuente de
guitina con mejores resultados, ademas las fuentes de quitina en el medio liquido
incrementan la patogenicidad de B. bassiana sobre T. urticae.

- Se planteé el proceso productivo de B. bassiana en medio liquido con sacarosa al
3% p/v como fuente de carbono suplementado con cascaras de camarén al 3% plv,

a 25°C durante 96 h con un sistema dual de aireacién y agitacion.

Recomendaciones
Se recomienda aislar B. bassiana de diferentes ecosistemas, suelos e insectos para

determinar cual cepa es mas patogénica sobre el objetivo de la investigacion.
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En nuestra investigacion contamos con altos porcentajes de blastosporas, sin
embargo, se sugiere el aumento en la fuente de carbono en al menos un 5% p/v para llegar
a altas concentraciones de entomopatégeno en menor tiempo de fermentacién, con gran

agresividad.

Los bioensayos sobre T. urticae deben monitorearse diariamente y no mantenerse a

temperaturas menores de 20°C, debido a que estas retrasan el ciclo de vida del 4caro.

La cobertura de los distintos tratamientos a los bioensayos debe respetar un
movimiento parabélico alejados por lo menos 30 cm del objetivo, debido a que un exceso de

aplicacion puede debilitar a los 4caros incrementando la mortalidad en los blancos.

Se recomienda el uso de antiespumantes en los medios de cultivo liquidos para
evitar desperdicio del medio de cultivo, ademas nunca exceder ¥ de volumen total de los

fermentadores.

Se recomienda tratar las muestras por triplicado y hacer cuantificacion enzimatica y
de proteinas el mismo dia de la extraccion, debido a que esto evita que las muestras se

degraden.

Se recomienda hacer un perfil de metabolitos secundarios y enzimas, para tener una

idea clara del control que ejecuta B. bassiana.
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