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RESUMEN

Desde el comienzo de la agricultura, los humanos han tenido que lidiar con plagas que atacan
a sus cultivos y como consecuencia se produce una reduccion en los rendimientos de los
mismos. Actualmente, una de las plagas mas serias son los nematodos, ya que se estima que
causan la pérdida de hasta un 12% en rendimientos del cultivo a nivel mundial lo cual
representa alrededor de 78 billones de ddlares anuales. Los nematodos son una plaga
complicada de controlar, ya que muchos de los nematicidas quimicos usados actualmente no
afectan al estadio inicial de huevo que presentan estos organismos. Sin embargo, nuevas
técnicas de control se estdn empleando, entre las cuales destaca la utilizacion de controladores
bioldgicos. Paecilomyces lilacinus es un hongo Ascomycota que ataca a varios estadios del
nematodo y puede ser muy eficiente si se lo encuentra en concentraciones adecuadas. La
aplicacion de estos organismos se vuelve cada vez mas comun por lo que las eficiencias en
los métodos de produccién pueden ser alcanzados. La hipétesis del estudio plantea que estos
factores juegan un papel importante sobre la produccién en la concentracion final de conidias
de P. lilacinus. Por lo que esta investigacion evalu6 a los 14 dias la produccion de conidio
sobre un sustrato solido que tenian niveles con respecto a la concentracion de carbono y la
relacion C:N (carbono/nitrogeno). Para comprobar la hipétesis se utilizd un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 37, el cual contiene 9 tratamientos con dos
factores y 15 observaciones. Las variables independientes fueron la concentracién de carbono
y la relacion C:N con tres niveles cada factor. Los niveles de concentracion de carbono fueron
10 g/L, 20 g/Ly 30 g/L, mientras que los niveles de la relacion C:N fueron 20:1, 30:1 y 40:1.
Para evaluar los tratamientos se realizd un conteo de conidias utilizando una camara de
Neubauer en una dilucién seriada de 1x10™". Los resultados indicaron una mayor
concentracion final de conidias en el tratamiento A3B3 (30 g/L, 40:1), mientras que la
concentracion final de conidias méas baja se presento en el tratamiento A1B3 (10g/L, 40:1),
aunque no tuvo una diferencia estadistica con el tratamiento A1B1 (10 g/L, 20:1). El analisis
del ANOVA demostr6 que ambos factores y la relacion entre estos dos tienen un efecto
directo sobre la concentracion final de conidias de P. lilacinus.

Palabras clave: control biol6gico, neméatodos, control de plagas, Paecilomyces lilacinus,
concentracion de carbono, relacion C:N



ABSTRACT

Since the beginning of agriculture, humans have had to deal with pests that attack crops and
as a result there is a reduction in crop yields. Currently, one of the most serious pests are
nematodes, as it is estimated to cause the loss of up to 12% in crop yields worldwide which
represents about 78 billion dollars annually. Nematodes are a difficult pest to control, since
many of the presently used chemical nematicides do not affect the initial stage of egg that
have these organisms. However, new control techniques are being used, among which the use
of biological control agents. Paecilomyces lilacinus is Ascomycota a fungus that attacks
various stages of nematode and can be very efficient if it is found in adequate concentrations.
The application of these organisms is becoming increasingly common so efficiencies in
production methods need to be achieved. This study evaluated conidia production after a 14
days incubation period on a solid substrate having variants on carbon concentration and the C:
N ratio(carbon / nitrogen). The hypothesis of the study suggests that these factors play an
important role on production in the final concentration of conidia of P. lilacinus. To test the
hypothesis a statistical design scheme was raised. A completely randomized factorial
arrangement 3° was elaborated, which contained 9 treatments with two factors. The
independent variables were the concentration of carbon and the C: N ratio with three variants
each factor. The carbon concentration levels were 10 g /1,20 g / | and 30 g / I, while the
levels of the C: N ratio was 20: 1, 30: 1 and 40: 1. To evaluate the treatments a count of
conidia was performed using a Neubauer chamber in a serial dilution of 1x10-1. The results
indicated a higher final concentration of conidia in the A3B3 (30 g / I, 40: 1) treatment,
whereas the final concentration of the conidia lower A1B3 (10g / I, 40: 1) treatment occurred,
although not He had a statistical difference with A1B1 (10 g/ I, 20: 1) treatment. ANOVA
analysis showed that both factors and the relationship between these two have a direct effect
on the final concentration of conidia of P. lilacinus.

Key words: Deben ser una traduccion precisa al inglés de las palabras clave.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes

Las exigencias de la agricultura moderna ocasionan practicas agricolas que no son
sustentables como la quema de suelos, la falta de rotacion de cultivos, y el uso excesivo de
agrogquimicos. Todas estas practicas afectan a las caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas de los suelos. Un aspecto muy importante, pero muy ignorado, es la micro
fauna presente en el suelo, la cual estd compuesta por un gran nimero de microorganismaos,
entre los cuales podemos encontrar bacterias, hongos, virus, protozoarios, entre otros
(Benintende, 2008). Es importante saber, que un gran numero de estos organismos
interacttan con las plantas de diferentes formas, y que pueden ser benéficas o dafiinas para
ellas. Los organismos dafinos afectan de una manera adversa al desarrollo y salud de las
plantas, mientras que los benéficos son los que favorecen y estimulan el desarrollo de las

plantas (Higa y Parr, 2001)

El primer plaguicida sintetizado comercialmente fue el DDT en los Estados Unidos en
el afio 1945, y desde entonces, méas de 200.000 productos comerciales han sido registrados
en la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA por sus siglas en
inglés). Se estima que el 75% del consumo de pesticidas en el mundo es de paises
desarrollados, sin embargo, la cantidad de implementacion de estos productos van en
aumento en paises en vias de desarrollo. (Ramirez y Lacasana, 2001). Actualmente, los
agricultores se han acostumbrado a la utilizacion de agroquimicos, sin embargo, la gran
mayoria de ellos desconoce de los efectos nocivos que tienen estos productos. Estudios han
demostrado, que el uso de varios de estos productos comerciales afectan de manera directa
a varios tipos de microorganismos gque son nativos en la rizosfera y que ademas tienen un

interés biologico para el bienestar de las plantas (Wesseling y Castillo, 2002). Para
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empeorar la situacién, el suelo tiene la capacidad de retener varios tipos de moléculas, por
lo que la persistencia de un pesticida puede llegar a durar varios afos (Rivera, Camelo,
Estrada , y Obando , 2012). Por otro lado, el uso indebido de varios biosidas ha creado
resistencia a los mismos, limitando asi su efectividad. Por este motivo, en los ultimos afios
se ha visto una mayor acogida a nuevas estrategias de manejo de cultivos, los cuales se
pueden englobar en el Manejo Integrado de Plagas (MIP). EI MIP es una estrategia que se
caracteriza por ser preventivo y perdurable, que utiliza tacticas compatibles para controlar
y suprimir las poblaciones de organismos dafiinos a niveles que no produzcan pérdidas

econdémicamente considerables (Hilje, 1996).

Entre las técnicas incluidas en el MIP se encuentra la utilizacion de organismos
benéficos que controlan plagas. Los organismos benéficos pueden ser catalogados como
cualquier ser que ayude a suprimir y controlar a una poblacion de organismos que estén
afectando al crecimiento y desarrollo del cultivo (Higa y Parr, 2001). En la actualidad, se
emplean diferentes microorganismos entre los cuales, los mas comunes son Bacillus,
Paecilomyces, Lecanicillium, Metarhizium, Beauveria y Trichoderma. El aspecto positivo
de estos controladores es que tienen una especificidad mucho maés alta que la gran mayoria

de productos quimicos y ademas no dejan residuos toxicos (Cogollo, 2012).

El hongo Paecilomyces lilacinus es un organismo que habita en la rizosfera,
especialmente en suelos ricos en materia organica que contenga una buena cantidad de
humedad. Sus poblaciones son mayores en climas templados y es reconocido por su
potencial como controlador biolégico. Su mayor relevancia es como patdégeno de
nematodos, ya que es muy eficiente reduciendo poblaciones de este tipo de plaga (Cano,
2011). A pesar de que se lo puede encontrar a este organismo de forma natural en el suelo,

rara vez se hallan poblaciones lo suficientemente numerosas como para lograr un control
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eficiente. Por esta razén, es recomendable hacer aplicaciones de este microrganismo para
lograr elevar los niveles de poblacion y asi tener un mejor control (Monzén, Herrera, y
otros, 2009). Este hongo parasita huevos y los estadios juveniles de nematodos con gran
facilidad. Ademas, este hongo tiene la capacidad de sobrevivir como saprofito en el suelo
en el caso de ausencia de nematodos. P. lilacinus produce conidios a partir de conidiéforos

erectos que se desarrollan desde los micelios (Esser y EI-Gholl, 1993).

Este organismo tiene la capacidad de reproducirse bajo condiciones apropiadas, por lo
que su cultivo es factible. Por esta razon, varias fincas agricolas estdn optando por la
elaboracion de productos a base de P. lilacinus de una manera artesanal, es decir, a escalas
relativamente pequefias y con reducidos componentes tecnolédgicos (Sivila y Alvarez,
2013). Esto trae como consecuencia una menor dependencia hacia casas comerciales y
hacia productos quimicos que pueden tener efectos perjudiciales. En la actualidad, no
existen modelos o guias estandarizadas para la produccion artesanal de Paecilomyces, ya
que muchas de las veces se aprovecha material de desecho agricola. Por esta razén varios
ajustes y mejoras pueden ser alcanzados con una mayor investigacion sobre el tema. Esto
podria traer como consecuencia una mayor concentracion final de conidias, haciendo mas

rentable la elaboracion y mas eficaz las aplicaciones (Gao y Liu, 2010).

1.2 Justificacion
En la actualidad el uso de pesticidas esta trayendo consigo serios efectos negativos a
los ecosistemas y afectan de manera directa a todos los humanos. Estudios de los
principales rios y arroyos en los Estados Unidos muestran que el 96% de todos los peces,
100% de todas las muestras de agua superficial y 33% de los acuiferos contienen uno o
mas plaguicidas en niveles detectables (EPA, 2005). Asi mismo, se calcula que cada afio

alrededor del mundo tres millones de personas presentan intoxicaciones graves y agudas



14

debido a plaguicidas, de los cuales el 90% ocurren en paises en vias de desarrollo
(McConnell, Henao, y otros, 1993). Sin embargo, estos casos son ejemplos solamente de
efectos agudos. Los efectos crénicos por otro lado, se observan a largo plazo y
normalmente son el resultado de varias exposiciones, pero a cantidades pequefias. Esto
puede traer efectos neuroldgicos, trastornos reproductivos, efectos cutaneos, trastornos
inmunoldgicos, lesiones hepaticas, cancer, problemas mutagénicos, tetragénicos, entre
otros (Gonzales y Albert, 2004). Por otro lado, la persistencia de varios compuestos activos
de pesticidas puede ser de varios afios, acumulando asi mayores concentraciones en el
ambiente. Varios estudios han demostrado que estos compuestos pueden ser almacenados
en tejidos adiposos y que pueden ser encontrados en leche materna un largo tiempo
después de la exposicion al producto (Gémez, Martinez, y otros, 2013). Por estas razones
es muy importante reducir el empleo de pesticidas quimicos, evitando asi una mayor

contaminacion del ambiente y limitando los efectos negativos sobre la salud.

Sin embargo, la produccion agricola debe continuar para lograr alimentar a los
pobladores del mundo. Por esta razon, es importante que se utilicen controles de plagas
amigables con el ambiente que permitan reducir las pérdidas del cultivo de una manera
economica y sustentable. Y es aqui, donde entra la utilizacion del organismo benéfico, ya
que cumple con los requisitos anteriormente mencionados (El6segui, 2006). El hongo P.
lilacinus es de los organismos frecuentemente utilizados en el control biologico. Este
microorganismo produce Yy libera conidias que parasitan nematodos, reduciendo asi las
poblaciones de plagas potenciales. El aspecto positivo de este método de manejo es que es
preventivo, a comparacion de la mayoria de métodos quimicos que normalmente son
aplicados al encontrar una incidencia alta de la plaga. Tratdndose de un ser viviente, es
posible incubar cepas de este organismo y multiplicarlo para lograr elaborar un producto

que sea posible aplicar sobre el cultivo (Luangsa-ard, et al., 2011). Varios manuales para la
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produccién artesanal de P. lilacinus han sido creados, sin embargo estos varian mucho en
cuanto a tecnificacion de equipos y componentes de los sustratos. No obstante, la finalidad
de todas estas es producir una concentracion final de conidias, la cual pueda ser empleada
para uso agricola. Por esta razén, es importante realizar un estudio que analice los efectos
de la concentracion de carbono y la relacién C:N sobre la produccion final de conidias

para lograr una mayor eficiencia de produccion.

2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Evaluar los efectos de diferentes concentraciones de carbono y relacion C:N sobre la

concentracion final de conidias de Paecilomyces lilacinus.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar la concentracion de carbono y la relacién C:N maés eficiente para la
cantidad final de conidias de P. lilacinus.

- Evaluar el efecto que tiene la concentracion de carbono sobre la cantidad final de
conidias.

- Evaluar el efecto que tiene la relacion C:N sobre la concentracion final de conidias.

3. Hipotesis
La concentracion de carbono y la relacion C:N influencian de manera directa en la

cantidad final de conidias de Paecilomyces lilacinus.

4. Revision de Literatura

4.1 Métodos de control

4.1.1 Manejo de plagas
Existe una gran variedad de actividades para el control de plagas que son utilizadas

dependiendo de las diferentes condiciones y el cultivo. Sin embargo, éstas se pueden
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agrupar en cuatro principios generales: evasion, exclusion, erradicacion y proteccion
(Achicanoy, 2001). Las préacticas que involucran la evasion de enfermedades buscan
impedir la accion de organismos dafiinos por medio del uso de -caracteristicas
agroclimaticas o geogréaficas principalmente. Los ejemplos mas comunes son la seleccion
de temporadas de siembra, sitios de siembra debido a caracteristicas topograficas o
caracteristicas del suelo. Por otro lado, la exclusion busca evitar la introduccion del indculo
a los sitios de cultivo. Para esto, todo material vegetativo deberia ser evaluado en
cuarentena o tener una certificacion de que es un material libre de patdgenos. Ademas es
muy importante tener un control riguroso de las personas, equipos y maquinarias que
ingresan a los campos de cultivo y asi asegurarse de que no estén transportando algun tipo
de indculo. La erradicacion del patdégeno abarca estrategias destinadas a la reduccién de
poblaciones 0 a la eliminacion de un patdgeno dado. Para esto se pueden utilizar
plaguicidas quimicos, rotacién de cultivos, erradicacion de plantas huésped, entre otras.
Finalmente, la proteccion comprende toda actividad que busque evitar el ataque a las
plantas de una manera preventiva, pudiendo utilizar agentes quimicos o cualquier tipo de

barrera infecciosa (Fry, 2002).

4.2 Neméatodos

4.2.1 Importanciay descripcion
Los neméatodos son un grupo muy importante dentro de los animales multicelulares.
Pertenecen al filo Nematoda, cuyas raices proviene del griego que significa hilo. Existe una
gran diversidad dentro de esta agrupacién, siendo considerados las criaturas mas
abundantes de la tierra. La mayoria de estos organismos son marinos, sin embargo, los
nematodos tienen varios ejemplares que se encuentran muy bien adaptados a la tierra. Estos

se pueden encontrar en una gran variedad de ecosistemas, especialmente en climas
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tropicales y subtropicales, y se interrelacionan con la fauna presente en el edafon. Por esta
razon, los nematodos interactian directamente con los cultivos (Trivifio, 2003). Existen
nematodos benéficos que se alimentan de bacterias, hongos y otros nematodos. Sin
embargo también existen nematodos perjudiciales para los cultivos, ya que se alimentan de
los tejidos de plantas creando repercusiones negativas sobre los cultivos. Estos ultimos
pueden ser clasificados como nematodos del nudo de la raiz, enquistados, punzantes y de
raices lesionadas (Food and Agriculture Organization, 2013). En varios cultivos, los
nematodos llegan a ser una plaga bastante seria causando cuantiosos dafios en siembras de
uso agricola. Se estima que a nivel mundial, se pierde alrededor de un 12% en
rendimientos de cultivos debido a estos organismos, lo que representaria alrededor de 78
billones de ddlares anuales (Ramirez, 2012). Hasta el momento se han descrito por lo
menos 2500 especies diferentes de nematodos que son considerados plaga. La gran
mayoria de estos organismos ataca a las raices de los organismos hospederos, sin embargo,
algunos pueden causar dafios en otros tejidos como en las hojas y flores. Sin embargo
debido a que su presencia es dominantemente en el suelo, estas plagas son consideradas
uno de los problemas mas complicados de identificar, demostrar y controlar en campo. Los
géneros que mayor influencia tienen en la agricultura son: Meloydogyne, Heterodera,

Pratylenchus, Radopholus, entre otros (Food and Agriculture Organization, 2002).

Los neméatodos son organismos microscopicos con aspecto vermiforme vy
pseudocelomados. Habitan en el suelo dentro de laberintos de poros interconectados, y se
mueven en las capas de agua adheridas a las particulas del suelo. Normalmente habitan en
grandes densidades, las cuales pueden llegar a ser de hasta 10 millones de individuos por
metro cuadrado de suelo. Los nematodos son sexuados y su fisiologia es diferenciada
dependiendo del sexo. Por lo general, los ejemplares macho son mas pequefios que las

hembras, lo cual es conocido como dimorfismo sexual. Estos organismos son
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estructuralmente simples y miden desde 0.2 mm hasta mas de 8 metros de largo en algunas
especies, sin embargo, la gran mayoria miden menos de 2.5 mm (Christie, 1991). Si bien es
cierto que existe una gran diversidad de nematodos en el mundo, éstos conservan una
sorprendente uniformidad estructural. Estos son vermiformes alargados, no segmentados,
de cuerpo delgado que se van achatando hacia los extremos (Figura 2). No existe una
cabeza diferenciada, por lo que el cerebro se ubica en la parte anterior del cuerpo, mientras
que todos sus 6rganos sensoriales se encuentran concentrados en el tejido circundante a la
invaginacion bucal. La estructura corporal de los nematodos esta dividida en tres secciones

que son la seccidn encefalica, la del eséfago y la region caudal (Roman y Acosta, 1991).

Figura 1. Morfologia de ejemplares macho y hembra de nematodos

(Coyne, Nicol, y otros, 2009)

4.2.2 Ciclo biologico de los nematodos
Todo nematodo tiene un ciclo bioldgico que consiste de seis estadios los cuales son:
huevo, cuatro estadios juveniles (J1, J2, J3, J4) y adulto (Figura 4). En este altimo, es

donde se desarrollan y se vuelven funcional las estructuras reproductivas. Muchas de las
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especies de estos organismos tienen un cambio bastante significativo en la cuticula al llegar
al estadio J3, brindando a estos animales una mayor resistencia al ambiente en
comparacion con las anteriores fases. Esto es un factor primordial que se debe tomar en
consideracion, si lo que se quiere es controlar a nematodos que se encuentran en el edafén
del suelo (Chtiwood y otros, 2009). Para la mayoria de los nematodos parasitos de plantas,
el ciclo comienza con la inseminacién de un nematodo hembra, la cual desarrolla y
deposita huevos fecundados. El estadio J1 normalmente se desarrolla en el interior del
huevo y la primera muda también ocurre dentro de esta estructura. La eclosion del huevo
sucede en los juveniles J2, cuando salen al ambiente y suceden las mudas respectivas hasta
convertirse en adultos. En esta fase los neméatodos tienen la habilidad de atacar e invadir a
plantas, y normalmente ingresan por el tejido radicular para luego ubicarse en el cértex de
la raiz produciendo dafios considerables en el tejido. En el caso de las hembras, los
ejemplares en el estadio J3 se adentra en los tejidos, donde busca un lugar para acomodarse
el resto de su vida. Por otro lado, los machos se ubican justo debajo de la epidermis de la
raiz y una vez que entran a J4 salen al edafén en busqueda de una hembra (Figura 5) (Lee,

2005).

J1 J2 J3 J4

Figura 2. Estadios del ciclo de vida de un nematodo (Lee, 2005)
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Figura 3. Ciclo de vida de Meloidogyne 1) Larvas entran a raiz, 2) Larvas se fijan en
la raiz, 3) Inicio de formacién de agallas, 4) Agalla con macho y hembra en
formacion, 5) Agalla y hembra con masa de huevos; A) Larvas, B) Hembra en
formacién, C) Macho en formacién, D) Hembra joven, E) Macho joven, F) Hembra
adulta, G) masa de huevos, H) Macho adulto (Lépez, 2009)

4.2.3 Métodos de control y manejo
El control y manejo de nematodos es bastante complicado por medios convencionales, ya
que normalmente cuando el agricultor nota sefiales de estrés en el cultivo la plaga ya esta
establecida. Hace algunos afios se desarrollaron productos sintéticos que se han
comercializado como nematicidas o fumigantes del suelo, sin embargo, éstos han perdido
seguidores debido a su baja eficiencia y especificidad, y también debido a sus altos grados
toxicidad y de residualidad (Stirling, 2014). Una de las técnicas utilizadas es la fumigacion
de suelos en la cual se inyectan quimicos en el edafon. Los productos quimicos mas
utilizados para la fumigacion del suelo son metam sodio, metam potasio, bromuro de
metilo y dicloropropeno. Por otro lado, como nematicidas se emplea normalmente
carbofuran, terbufos, cadusafos entre otros. Sin embargo, el control de huevos de nematodo

con esta técnica es bastante ineficiente (Cantufia, 2013). Por estas razones es recomendable
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utilizar métodos preventivos para lograr controlar las poblaciones de nematodos, ya que es
virtualmente imposible tener un suelo libre de estos organismos. Entre las técnicas mas
usadas estan las estrategias de control cultural, las cuales emplean técnicas de barbecho,
inundacion, aplicacion de abono organico, cultivos de cobertura, rotacion de cultivos,

utilizacién de variedades resistentes, entre otras (Garcia M. , 2007).

En los dltimos afios han tomado fuerza los métodos de bioldgicos. Para ello, se
introduce deliberadamente organismos que son enemigos naturales de los nematodos,
logrando asi controlar y reducir las poblaciones de la plaga a niveles que no tengan efecto
econdmico adverso. Estos organismos son conocidos como agentes de control bioldgico, y
abarcan una gran variedad organismos que pueden ser hongos, virus, insectos, bacterias o
incluso nematodos (Rodriguez, 2001). Los hongos nematdfagos son microrganismos que
tienen la capacidad de atacar, matar y digerir diferentes estadios de nematodos. Ademas,
varios de estos hongos logran sobrevivir de manera saprofitica en la materia organica del
suelo. Estos organismos estan dividos en cuatro grupos dependiendo del modo en que
infecta a los nematodos. Estos son hongos atrapadores de nematodos, endoparasitos,
hipomicetes y productores de toxinas. Sistemas de producciéon y aplicacién de estos
organismos benéficos siguen siendo desarrollados para lograr sistemas de control mas
eficientes, econdmicos y sustentables (Naranjo, 2008). Una de las alternativas principales

es el hongo P. lilacinus, el cual es un eficiente controlador de neméatodos.

4.3 Paecilomyces lilacinus

4.3.1 Caracterizacion general
P. lilacinus es un hongo presente en la mayoria de suelos, presentandose en una mayor
concentracion en suelos subtropicales y tropicales. Este organismo pertenece a la divisién

Ascomycota, clase Sordariomycete y familia Ophiocordycipitaceae. Clasificaciones
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actuales de este hongo hifomiceto lo estan catalogando dentro la seccion de las Isarioidea.
Los hongos de este grupo se caracterizan por tener conidiéforos complejos y el habito de
parasitar insectos y otros organismos, ya que no se lo ha encontrado en forma perfecta.
Debido a esta nueva organizacion taxonémica, el nuevo nombre cientifico de este hongo es
Purpureocillium lilacinum, sin embargo, su nombre original sigue siendo comdnmente
utilizado (Luangsa-ard, et al., 2011). Este organismo es normalmente saprofito y produce
un espeso micelio de donde se forman los conidi6foros que producen las conidias. La
produccién de conidioforos, y por ende la concentracion final de conidias, puede verse
afectado o estimulado dependiendo de la concentracion de humedad y la disponibilidad de
nutrientes. Sus hifas normalmente poseen una textura lisa y presentan un espesor entre 3 y
5 um. A partir de estas estructuras se levantan conidiéforos que pueden llegar a tener hasta
650 um, los cuales producen conidias con caracter fusiforme (Figura 6). EI crecimiento y
desarrollo del hongo es posible entre las temperaturas de 8 a 38 °C, teniendo un
crecimiento 6ptimo entre 26 y 30 °C (Tigano y Inglis, 2006). Este organismo es reconocido
por ser un eficiente controlador bioldgico que parasita varios nematodos que son plagas de
distintos cultivos. Entre estos destacan los géneros Meloidogyne, Radopholus,
Pratylenchus Heterodera. y Globodeera. Aunque este hongo es mas agresivo contra
huevos de nematodos también se ha visto que parasitan a nematodos moéviles y a hembras
sedentarias. Por esta razon es que este hongo esta siendo desarrollado comercialmente

como un agente de control de plagas (Inglis, Tigano, y otros, 2000)
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Figura 4. Conidi6foros de Paecilomyces lilacinus (Carranza, 2014)

4.3.2 Ciclo biologico

El ciclo biol6gico de hongos imperfectos comprende cinco pasos principales los cuales
son: dormancia de las conidias, germinacion, infeccion, desarrollo de micelio y
conidiogénesis. El desarrollo de micelio y produccion de conidios viables esta
directamente relacionado con la disponibilidad de fuentes de nitrégeno y carbono, ademas
del método de inoculacion, salinidad del sustrato, relacion carbono/nitrégeno, aireacion,
contenido de humedad, entre otros. Los conidi6foros son caracterizados por tener un
reducido movimiento de agua, ausencia de movimiento citoplasmatico y una baja actividad
metabolica. Bajo condiciones favorables, las conidias germinan formando un tubo

vegetativo, el cual sera la base para el futuro micelio (Brand, Soccol, y otros, 2010).

4.3.3 Modo de Accion
El hongo P. lilacinus ataca principalmente a los estadios sedentarios y juveniles de
nematodos. Es importante saber que los huevos de los nematodos fitopatdgenos estan
compuestos normalmente de tres capas diferentes que son: la vitelina que esta compuesta

principalmente de proteinas, el tejido medio que esta constituido de quitina y el tejido
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interior que esta hecho de lipoproteinas (Brand, Soccol, y otros, 2010). Para comenzar la
colonizacién, las conidias comienzan a desarrollar hifas, las cuales forman un amplio canal
de células que recubre el huevo del nematodo. Una vez establecido, las puntas de las hifas
se hinchan y forman apresorios que permiten la penetracion de la hifa dentro del huevo
(Figura 7). Esto es logrado gracias a actividad mecanica y enzimatica, en donde estan
involucradas algunas proteasas y quitinasas. La enzima serina proteasa actta directamente
sobre la degradacion de la superficie del huevo, mientras que la quitinasa actda liberando
amonio de la descomposicién de quitina y fomentando la poblacion de microbiota
quitolitica, las cuales paralizan el crecimiento de los huevos (Morton y Mukerji, 2004).
Otros estudios han demostrado que el proceso de infeccion comienza con la adhesién de la
hifas al huevo con ayuda de hidrofobinas. Las hidrofobinas son una familia de proteinas
hidrofobicas provenientes de hongos, que se caracterizan por la capacidad de unirse a una
interface hidrolitica/hidrofobica por medio de la formacion de una pequefia capa anfipética
(Pedros, 2004). Mientras continua la penetracién, el tejido vitelino del huevo comienza a
dividirse en tres bandas y se forman varias vacuolas. Después de la penetracion al huevo,
se produce un gran crecimiento de hifas que destruyen a los individuos que yacen dentro de
esta estructura. Finalmente, una gran cantidad de conidiéforos son producidos y el hongo
comienzan a expandirse hacia huevos adyacentes. Por otro lado, P. lilacinus produce
toxinas que afectan el sistema nervioso y causan deformaciones en el estilete de los

nematodos sobrevivientes (Hassan, 2015).
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Figura 5. Hifas de Paecilomyces lilacinus parasitando huevos de Meloidogyne spp.
(Carranza, 2014)

5. Materiales y Métodos

Este experimento se realizé en el laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos
2 ubicado en la Universidad San Francisco de Quito. Para esta investigacion se evaluaron
nueve tratamientos diferentes para la incubacion del hongo Paecilomyces lilacinus (P-1),
con fines de uso agricola. La variable bajo estudio fue la concentracion final de conidias y
los tratamientos difirieron en cuanto a dos factores, los cuales tuvieron tres niveles cada
uno. El primer factor fue la concentracion de carbono, mientras que el segunda factor fue la
relacion C:N. Como fuente de carbono se utilizé azdcar, la cual tiene una concentracion
del 40% de carbono. Asi mismo, como fuente de nitrégeno se utiliz6 urea, la cual presenta
una concentracion del 46% de este elemento. Los sustratos tuvieron una concentracion
estandarizada de arrocillo, cascarilla de arroz, carbon triturado y caldo base. Para realizar
las observaciones se esperd un periodo de 14 dias donde las muestras estuvieron dentro de
una incubadora. Las concentraciones y métodos seran explicados en mayor detalle mas

adelante.
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5.1  Disefio estadistico

La evaluacion de concentracion de carbono y relacién C:N sobre la produccion
final de conidias P. lilacinus tuvo el fin de encontrar las concentraciones dptimas que
fomenten la produccion de conidias. Para este experimento se optdé por un disefio
estadistico completamente al azar con arreglo factorial 3% el cual contiene 9 tratamientos
con dos factores y se realizaron 15 repeticiones por muestra. El factor A evalud la
concentracion de carbono, y el factor B evalué la relacion carbono/nitrogeno. Los

tratamientos estudiados fueron los siguientes:

Factor A
Relacién Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
C:N (10 g/L) (20 g/L) (30 g/L)
Bl
20:1 X X X
Factor
B B2 « y }
30:1
B3 « R} )
40:1

Tabla 1. Disposicion de los tratamientos

La variable de respuesta fue el nimero de conidias observadas en diluciones
estandarizadas. Los resultados fueron analizados estadisticamente a través de ANOVA y
como existio una p < 0.05 se procedio con un andlisis de datos utilizando una prueba de
diferencia significativa honesta de Tukey para observar si es que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre los tratamientos (p<0.05).
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5.2 Inoculo inicial
La cepa fue obtenida del cepario de la Universidad San Francisco de Quito. Este
fue inoculado en una caja Petri la cual contenia un medio PDA. Se dejo reposar hasta que

toda la superficie estuvo cubierta de micelio.

Para el inoculo inicial se utiliz6 80 g de arroz comercializado en supermercado, este
se lavo varias veces hasta que estuvo libre de todo residuo y limpio. Después se dejo
remojar el arroz durante un periodo de 10 min. Se tamizo todo el arroz y se dejo reposar
hasta cuando dejo de gotear todo el liquido en exceso. Se llend 2/3 de un frascos de vidrio
que tenian un volumen de 300 mL, y se agregé agua destilada en una proporcion 20 mL de
agua destilada por cada 80 g de arroz. A esta mezcla se la dejo reposar por alrededor de 30
minutos agitando constantemente el frasco para distribuir equitativamente la humedad.
Pasado este tiempo, se esterilizd los frascos con la ayuda del autoclave, el cual fue corrido
a 121 °C, a 1 atmésfera durante 20 minutos. Fue necesario esperar que los recipientes y sus
contenidos se enfrien a temperatura ambiente antes de proceder al siguiente paso. Ademas,
fue necesario esterilizar los utensilios que se manejaron para la inoculacion. Las

herramientas e implementos utilizados fueron una micropipeta, un bisturi y agua destilada.

Luego, todos estos elementos fueron transferidos a la cdmara de flujo laminar, la
cual habia sido esterilizada por medio de un tratamiento de 30 minutos de luz ultra violeta
y limpiada con etanol al 90%. La higiene personal también es importante en este proceso,
por lo que se lavd las manos y antebrazos con agua y jab6n para posteriormente frotar un
poco de alcohol sobre la piel. La cdmara de flujo fue prendida y se encendié el mechero en
su interior, después fueron desinfectados con etanol las boquillas de todos los recipientes.
Para la inoculacién se tomé alrededor de 2 mL de agua destilada con la micropipeta y se

procedio a depositarla dentro en la caja Petri que contenia PDA en donde habia una. Se
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utiliz6 un bisturi para hacer un raspado del medio para lograr retirar las estructuras del
hongo de la superficie. Este raspado fue de manera delicada y solo superficial. La caja Petri
fue inclinada de manera que todo el liquido, que contenia las estructuras del hongo, se
acumule y facilite la recoleccién. Esta solucion fue recolectada con la micropipeta y fue
transferida a los recipientes de vidrio que contenian el arroz. Se tapo el recipiente y fue
transferido a la incubadora, donde se esper0 tres semanas para que exista crecimiento
micelial y se produzcan de esporas. Durante estas tres semanas, se reviso periodicamente

para asegurar de que los medios no presenten ninguna contaminacion.

53 Caldo base

En este experimento el caldo base fue uno de los componentes del sustrato. Este consto
de una solucién que brindaba humedad al sustrato ademas de aportar nutrientes esenciales
para el desarrollo del hongo. Este caldo estaba formulado a base de agua destilada a la cual
se le agrego concentraciones de 10 g/L de fosfato dipotasico, 5 g/L de cloruro de potasio y
5 g/L de sulfato de magnesio. Este caldo ademas sirvid para diluir las diferentes
concentraciones carbono y nitrogeno que fueron agregados a los sustratos. Se hizo esto
para lograr distribuir de una manera mas eficiente estos elementos y se afiadio al sustrato
una vez homogenizado. El aztcar y la urea fueron disueltas en un vaso de precipitacion con

la ayuda de un agitador magnético durante un periodo de 2 minutos.

5.4  Preparacion de sustrato
Los sustratos son el medio sobre el cual crece y se desarrolla el hongo, el cual en este
caso es P. lilacinus. Para este experimento se utiliz6 sustrato formulado a base de arrocillo,
cascarilla de arroz y carbon triturado. La relacion de estos componentes fue de 1.2: 1.0: 0.6
respectivamente. Todos estos elementos fueron mezclados hasta que el sustrato esté

homogenizado. Se preparo suficiente sustrato para rellenar 45 fundas de muestra las cuales
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contenian 150 g de muestra. A la mezcla inicial se le separo en nueve porciones, a cuales
representaron a los 9 tratamientos diferentes. A cada tratamiento, se les agregd 225 mL de
caldo base. Sin embargo, antes de agregar el caldo base diferentes cantidades de azlcar y
urea fueron disueltas, las cuales correspondieron a las concentraciones de carbono y la
relaciéon C:N. Los datos exactos de las cantidades de azlcar y urea agregadas pueden ser
observados en la Tabla 2. Una vez mas el sustrato tuvo que ser homogenizado antes de
enfundar 150 g de muestra. Se utiliz6 bolsas polyfan y se las cerré con una liga para
restringir el ingreso y la salida de elementos. Cada muestra fue etiquetada con un cédigo
dependiendo del tratamiento al que pertenecia. Una vez preparadas todas las muestras se
las esterilizo en un autoclave, a 121°C y a 1 atmoésfera durante 20 minutos. Es importante

esperar que los sustratos estén a temperatura ambiente antes de seguir al siguiente paso.

Para los tratamientos se utilizaron tres concentraciones de carbono las cuales fueron 10
g/L, 20 g/L y 30 g/L. A su vez, se decidio evaluar tres diferentes relaciones de C:N, a
cuales fueron 20:1, 30:1 y 40:1. Las cifras dadas en la Tabla 2 estan calculadas para 225
mL de caldo base y considerando que el azlcar tiene una concentracion del 40% de

carbono y que a su vez la urea tiene una concentracion de 46% de nitrogeno.

Relacion Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
Elementos Al A2 A3

C:N (10 g/L) (20 g/L) (30 g/L)

B1 Azlcar 5.63¢g 11.26 g 16.89 g
(20:1) Urea 244 ¢ 489 ¢ 733¢g

B2 Azlcar 5.63 ¢ 11.26 g 16.89 g
(30:1) Urea 163 ¢ 326¢ 489 ¢

B3 Azlcar 5.63¢g 11.26 g 16.89 g
(40:1) Urea 0.122¢g 244 ¢ .366 ¢

Tabla 2. Cantidades de azUcar y urea agregados en los diferentes tratamientos
(diluidos en 225 mL de caldo base)
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55  Inoculacion del sustrato

Para la inoculacion de sustrato fue necesario tener el indculo madre completamente
cubierto de micelio de P. lilacinus. Una vez logrado esto se esterilizé una jeringa en el
autoclave a una temperatura de 121°%, a 1 atmdsfera y durante 20 minutos. Ademas, la
camara de flujo se esteriliz6 con un tratamiento de 30 minutos de luz ultravioleta y
posteriormente fue limpiada con etanol al 90%. Los sustratos fueron transferidos a la
camara de flujo laminar al igual que 180 mL de agua destilada con Tween 80 al 1% y una
jeringa. Se traspas6 50 g del indculo madre a un vaso de precipitacion de 500 mL, que
contenia los 180 mL de agua destilada estéril con Tween 80 al 1%, la cual ayuda a la
separacion y suspension de las conidias. Se agitd suavemente toda la mezcla durante tres
minutos con la ayuda de un agitador magnético a fin de solubilizar la mayor parte de
conidias posibles. Con la ayuda de la jeringa se absorbid la solucion y se dispensé 3 mL
del liquido dentro de cada muestra. Cada funda fue sellada posicionando un algodén en la
apertura de la funda y enrollando una liga a su alrededor para permitir el intercambio de
gases, pero limitando el intercambio de particulas més grandes. Una vez inoculadas todas

las muestras, estas fueron transferidas a la incubadora.

5.6  Incubacion del sustrato
Los sustratos inoculados fueron trasferidos a una incubadora en donde permanecieron
14 dias a una temperatura de 28 °C y con un constante intercambio de aire. Las fundas
fueron ubicadas de forma homogénea, pero al azar dentro de la incubadora. A los siete dias
de comenzada la incubacién, se amaso las fundas para homogenizar las fuentes de indculo

y lograr un crecimiento mas uniforme del hongo.



31

5.7 Extraccién y conteo de conidias

Una vez acabado el periodo de incubacion se procedié a sacar las muestras de la
incubadora y a reagruparlas segun el tratamiento. Se preparo6 y transfirié a la cdmara de
flujo dos vasos de precipitacion esterilizados, un contenedor con una soluciéon de agua
destilada que contenia Tween 80 al 1%, una micro pipeta con varias puntas, una balanza y
la cdmara de Neubauer. Cada funda fue volteada y homogenizada una ultima vez antes de
extraer una muestra de 15 g, la cual fue depositada dentro de un recipiente que contenia
135 mL de agua destilada con una concentracion de Tween 80 al 1%. La mezcla fue
agitada durante dos minutos con la ayuda de un agitador magnético para posteriormente
extraer 1 mL de la solucion y depositarla en un segundo envase que contenia 9 mL de agua
destilada, logrando una dilucién seriada de 1x10™. Esta solucién fue agitada por 1 minuto
con la ayuda de un agitador magnético. Por otro lado se agregd 10 uL de azul de metileno
en el canal central del camara de Neubauer para después colocar el cubre objetos. Con la
micropipeta se recolectd 190 uL de la segunda dilucién y se la dispenso lentamente a 0.3
cm por encima del inicio del cubre objetos, esperando que por el efecto de la capilaridad el

liquido sea transportado debajo del cubre objetos.

Una vez preparada la muestra, se llevd el camara de Neubauer bajo un microscopio
para su observacion. Se utilizo el lente de 65x para contar el nimero de conidias dentro de
un cuadrante de 0.2 nm x 0.2 nm x 0.1 mm (0.004 mm?). Este proceso de preparacion de la
dilucidn seriada se repitio en tres ocasiones por cada muestra (5 muestras por tratamiento)

para obtener un total de 15 observaciones por tratamiento y 135 datos en total.

Los datos del conteo inicial, estos estaban expresados en concentracion de conidias por

0.004 mL en una dilucion seriada 1x10%. Para transformar los datos en concentracion de
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conidias por gramo de muestra fue necesario utilizar una férmula de conversion (BRAND,

2015).

# conidias particulas contadas

4

g de muestra - superf. conteo (mm?2)x profundidad de cAmara (mm)x dilucion x

En la formula la superficie de conteo fue de 0.04 mm? la profundidad de la camara fue de

0.1 mm y la dilucion fue de 1/10.

6. Resultados

Todos los datos recopilados utilizando la camara de Neubauer fueron organizados
segun su tratamiento (Anexo 6). Es importante saber que los datos que se observan son la
concentracién final de conidias por 0.004 mL de una dilucién seriada de 1x10™. Se
realizaron 3 observaciones por muestra por lo que obtuvo un total de 15 observaciones por

tratamiento. Las medias de los tratamientos puede ser observados en la Tabla 3.

Factor A
1(10g/L) | 2(20g/L) | 3(30g/L) | Y,
1( 20:1) 17.20 39.33 58.67 | 115.20
Factor B | 2(30:1) 27.80 30.80 48.67 | 107.27
3 (40:1) 15.00 34.20 83.93 | 133.13
y 60.00 10433 | 19127 | 355.60

Tabla 3. Valores Medios de los tratamientos (# de conidias / 0.004 mL)

Una vez obtenidos los datos iniciales, fue necesario utilizar la formula de conversion
anteriormente descrita para lograr calcular la concentracion de conidias por gramo de
muestra. Los datos de cada observacién transformados a nimeros de conidia por gramo de
substrato se pueden apreciar en la Anexo 9, mientras que las medias de cada tratamiento en

esta misma unidad pueden ser observadas en la Tabla 4.
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Factor A
1(10g/L) | 2(20g/L) | 3(30g/L)
1(20:1) | 4.30E+08 | 9.83E+08 | 1.47E+09
2(30:1) | 6.95E+08 | 7.70E+08 | 1.22E+09
3(40:1) | 3.75E+08 | 8.55E+08 | 2.10E+09

Factor B

Tabla 4. Valores medios de los tratamientos

(Concentracion de conidias / g de muestra)

Una vez obtenido y tabulado los datos, se realizd un andlisis de variancia acorde al
disefio completamente al azar con arreglo factorial 3% tomando en cuenta una p <0.05 en
busqueda de comprobar la hipdtesis de que la concentracion de carbono y la relacion C:N

afectan a la concentracion final de conidias de P. lilacinus.

FV GL SC CcM F calculado F tabular
Total 134 4.10E+19
Tratamiento 8 3.53E+19 4.41E+18 97.63 2.01
A 2 2.79E+19 1.39E+19 308.41 3.07
B 2 1.10E+18 5.49E+17 12.15 3.07
AB 4 6.32E+18 1.58E+18 34.98 2.44
Exp:r::;ntal 126 5.69E+18 | 4.52E+16

Tabla 5. ANOVA de disefio completamente al azar con arreglo factorial 32 (p<0.05)

CV =21.52%

Sy = 54882430.06

Sd=77615476.92

Los resultados de la prueba de ANOVA demostraron que los datos son aceptables ya que

el coeficiente de variacion (CV) resulto ser del 21.52%. Ademas, esta prueba demostré que
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la concentracion de carbono (Factor A) tiene un efecto significativo en la produccion de
conidia (F=308.41; p < 0.05). Asi mismo, la relacion C:N (Factor B) manifestd tener
efectos significativos sobre la variable dependiente (F= 12.15; p < 0.05). Finalmente, la
interaccion entre las dos variables anteriormente mencionadas (Factor A x Factor B)
también demostrd tener un efecto significativo sobre la concentracion final de conidias en

este hongo.

Una vez obtenido los datos del ANOVA, se elabord una tabla con las medias de los
tratamientos para poder realizar una prueba de diferencia significativa honesta de Tukey al

5% para encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los nueve tratamientos.

Tratamiento | A3B3 A3B1 A3B2 A2B1 A2B3 A2B2 AlB2 AlB1 Al1B3
Media 2.10E+09 | 1.47E+09 | 1.22E+09 | 9.83E+08 | 8.55E+08 | 7.70E+08 | 6.95E+08 | 4.30E+08 | 3.75E+08
a b c cd de de e f f

Tabla 6. Prueba de Tukey al 5% para produccién de conidias

Una vez realizada la prueba de diferencia significativa honesta de Tukey al 5%, se
logré determinar numéricamente si existe una diferencia estadistica entre los nueve
tratamientos. La diferencia honestamente significativa (HSD) resultd ser de 2.41E+08
indicando que el tratamiento mas eficiente resulto ser el A3B3 teniendo un concentracion
final de 2.10E+09 conidias por gramo de muestra. Su concentracion final de conidias fue
superior al segundo tratamiento mas eficiente, ya que la diferencia fue mas que el doble
del valor critico calculado. El segundo tratamiento mas eficiente en cuanto a la
concentracion final de conidias fue A1B1, el cual obtuvo una concentracion de 1.47E+09.
Los tratamientos A3B2 y A2B1 no mostraron tener una diferencia significativa logrando
alcanzar una concentracion final de conidias de 1.22E+09 y 9.83E+08 respectivamente. A

su vez, el tratamiento A2B1 no demostro tener una diferencia significativa con respecto a
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A2B3 y A2B2 que lograron alcanzar una concentracion final de conidias de 8.55E+08 y
7.70E+08 respectivamente. No obstante, el tratamiento A2B3 no demostrd tener una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a los tratamientos A2B2 y A1B2, los
cuales lograron una concentracion final de conidias de 7.70E+08 y 6.95E+08
respectivamente. El tratamiento con la menor concentracion final de conidias fue A1B3
con un promedio de 3.75E+08 conidias, sin embargo, este tratamiento no demostrd tener
una diferencia significativa con respecto a A1B1 que produjo una concentracién final de

conidias de conidias de 4.30E+08.

7. Discusion

El hongo P. lilacinus es un excelente controlador bioldgico usado principalmente para
el control de nematodos. Este hongo se caracteriza por parasitar estadios de huevo con la
ayuda de la formacién de micelio. Sin embargo, este micelio se desarrolla una vez que la
conidia esta cerca a esta estructura (Vigueras, Shirai, y otros, 2014). Por ende, para tener
una buena efectividad en el proceso de supresion de plaga, es muy importante contar con
altas concentraciones de conidia para la aplicacion. Varios estudios han demostrado que los
sustratos que se utilizan para el proceso de produccion de este hongo afectan el
comportamiento de este organismo. Se ha descubierto que la cantidad de nitrogeno
disponible para la nutriciéon del hongo afecta directamente sobre el desarrollo micelial. Sin
embargo, es importante resaltar que la relacion C:N disponible en el sustrato afecta de
forma directa en la produccién de conidiéforos y por ende de conidias (Nieves, Diaz, y
otros, 2003). Los niveles 6ptimos de estos componentes varian entre especies y cepas de
cada hongo. Varios estudios han demostrado que se puede fomentar la esporulacion de
Aspergillus niger al agotarse las concentraciones de carbono, mientras que la esporulacion

en Aspergillus nidulas es fomentado por el agotamiento de las concentraciones de
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nitrégeno (Nebane y Ekpo, 2002). Otro experimento realizado en China evalué las
concentraciones éptimas de carbono y la relacion C:N para fomentar la esporulacién de dos
cepas de P. lilacinus. Los resultados demostraron que las concentraciones éptimas para la
cepa IPC-P fue de 12 g/L de carbono con una relacion C:N de 20:1, mientras que las
concentraciones optimas para la cepa M-14 fue de 8 g/L de carbono con una relacion 10:1
(Gao y Liu, 2010). Como se puede apreciar, cada especie y cepa de hongo tienen
requerimientos nutricionales distintos. Por esta razon, es recomendable hacer ensayos con
la cepa especifica que se planea trabajar en busqueda de optimizacion del proceso de

produccion.

La concentracion de carbono presente en los diferentes sustratos jugo un rol importante
en la concentracion final de conidias. La tendencia de concentracion final de conidias
indica que ha mayor concentracion de carbono existe una mayor produccion de conidias.
Otros estudios indican que la presencia de concentraciones de carbono 8 g/L o mayores
inhibieron significativamente la produccion de conidias en P. lilacinus IPC-P, mientras que
la cepa M-14 logro producir concentraciones altas conidias a concentraciones de 8 g/L y 16
g/L (Gao y Liu, 2009). Se conoce que alrededor de la mitad del peso seco de las células
fangicas se debe al carbono, y por ende su importancia en el ciclo bioldgico de este
organismo. Ademas, los compuestos organicos son la fuente principal de energia para P.
lilacinus, y es consumido por medio de la glicolisis para la formacion de acido piravico.
Como se puede apreciar, el carbono es un elemento esencial en el ciclo de vida del hongo
(Aguirre, 2006). La sensibilidad a la concentracion de carbono varia mucho entre cepas y
en este caso presenté un efecto de mayor influencia sobre la produccion final de conidias

con respecto a la relacion C:N.
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Por otro lado, el nitrégeno es requerido por los hongos para sintetizar aminoacidos,
proteinas y acidos nucleicos que son necesarios para la formacion del protoplasma. La
mayor concentracion del nitrégeno dentro de un hongo se presenta en forma de proteina.
Sin embargo por alguna razén adn desconocida, la relacion C:N tiene un efecto directo en
la induccién de produccién de conidias (Pérez y Ramirez, 2000). El analisis estadistico de
los datos demuestra que el factor B (relacion C:N) tiene una influencia directa sobre la
concentracion final de conidias presentes en las diferentes muestras. Sin embargo, en este
factor no se tiene una linea de tendencia exacta, ya que la presencia de conidias no fue
acorde a los cambios realizados en los diferentes tratamientos. Resultados parecidos fueron
obtenidos en la evaluacion de diferentes relaciones C:N sobre el hongo P. lilacinus IPC-P.
Las concentraciones finales de conidias fueron mas altas a los extremos de los tratamientos
mientras que el valor mas bajo se presentaba en el medio de las relaciones C:N. Esto
indicaria que el hongo presenta un requerimiento nutricional 6ptimo, y al realizar cualquier
cambio la produccién final de conidias se ve afectado. Sin embargo la misma tendencia no
fue presentada en la evaluacion de la cepa M-14 donde la concentracion final de conidias
mas alta se presentd en el tratamiento que tenia una relacién 10:1 (Sun y Gao, 2007).
Como se puede apreciar, los requerimientos nutricionales 6ptimos para la produccion de
conidias varia y es especifico para cada cepa. Otro estudio demostré que las fuentes de
carbono y nitrégeno influencian de manera directa sobre la produccion final de conidia por
lo que es un factor que se debe tomar en cuenta al comparar los diferentes estudios (Sun 'y

Liu, 2006).

La relacion entre el factor A y el factor B también demostraron tener una influencia
estadisticamente significativa sobre la produccion final de conidias en el experimento
realizado. Otro estudio realizado sobre 6 hongos diferentes utilizados normalmente en

control bioldgico, entre los cuales habian 2 cepas de P. lilacinus, indico que la relacion
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entre estos dos factores presentan una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a
la produccion final de conidias. Este demostrdo que los requerimientos éptimos de la
concentracion de carbono y la relacion C:N son unicos y varian entre las diferentes
especies y cepas. Ademas, este experimento confirm6 que las fuentes de nitrégeno y
carbono influencian de manera directa sobre el comportamiento de los hongos. Los hongos
evaluados fueron Paeclomyces lilacinus M-14, P. lilacinus IPCP-P, Metarhizium
anisopliae SQZ-1-21 y RS-4-4, Lecanicillium lecanii CA-1-G y Trichoderma viride TV-1

(Evans y Black, 2001).

La mayoria de tratamientos demostraron tener una diferencia significativa entre si lo
cual indica que los dos factores analizados juegan un papel muy importante en el desarrollo
y produccion de conidia. Sin embargo el patron de concentracion final de conidias en las
muestras evaluadas no aumento en relacion al aumento de concentraciones. Se podria
esperar una tendencia creciente desde A1B1 hasta A3B3, sin embargo no es lo que sucede.
Esto afirma que el comportamiento de este organismo ante una nutricion diferenciada,
afecta al rendimiento final de produccion de conidias y por ende confirma la hipétesis
planteada en la investigacion. Ademas apoya a la bibliografia citada anteriormente, la cual
dice que la respuesta de estos organismos ante una nutricion depende mucho de la cepa con
la que se esté trabajando. Esto es debido a que cada cepa tiene un requerimiento 6ptimo de
nutricion. Por esta razén, siempre que se va a trabajar con un hongo es importante realizar

estudios de nutricion para lograr optimizar la concentracion final de conidias.

8. Conclusiones

e La prueba de diferencia significativa honesta de Tukey demostr6 acertada la hipotesis

planteada en el trabajo, la cual indica que los niveles de carbono y la relacion C:N
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presente en los medios de cultivo para la produccion de P. lilacinus influye de manera
directa en la concentracion final de conidias.

La prueba de ANOVA demostr6 que la concentracion de carbono presente en los
sustratos tiene un efecto directo sobre la concentracion final de conidias presentes en la
muestras.

La relacion C:N es un factor decisivo en la concentracién final de conidias. Sin
embargo, este factor no tiene una linea de tendencia fija con respecto a la relacion
disponible. El valor més alto fue obtenido en la relacién 40:1, seguido por la
concentracion 20:1. La concentracion 30:1 presentd la media mas baja de
concentracion final de conidias. El efecto que tiene la relacion C:N parece depender de
la concentracion de carbono disponible. Sin embargo se puede apreciar que la respuesta
de esta cepa es mayor a concentraciones altas de carbono y a concentraciones bajas de

nitrégeno.

9. Recomendaciones

- Se recomienda medir la humedad relativa de los elementos que componen el
sustrato debido a que el hongo P. lilacinus es muy susceptible a la concentracion de
humedad.

- En caso de usar carbéon triturado en la mezcla del sustrato, se recomienda
homogenizar de manera eficiente la mezcla, ya que las particulas pequefias tienden
a sedimentarse en las fundas. EI movimiento y manipulacién de las muestras
fomenta la sedimentacion de estas.

- La incubacién de los hongos deberia ser sobre una superficie plana para evitar la

acumulacion de humedad. Ademas, debe haber espacio entre las muestras para
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facilitar el intercambio de gases que es necesario para el metabolismo y desarrollo
del hongo.

A los siete dias de incubacion es recomendable revolver las muestras para ayudar a
dispersar y homogeneizar colonizacion del medio.

Todos los instrumentos deben estar apropiadamente lavados y esterilizados para
evitar la contaminacion de los medios de cultivo. La inoculacion y cualquier
proceso que involucre la exposicion del hongo al aire deberia llevarse a cabo dentro
de una camara de flujo laminar.

Varios estudios han demostrado que las fuentes de carbono y nitrégeno tienen un
papel importante en el proceso de produccion de conidias. Ciertas fuentes de
nitrégeno pueden tener la habilidad de fomentar la produccion de estas células
sobre ciertos hongos, por lo que una mayor cantidad de estudios deben ser
elaborados en busqueda de optimizar el proceso de produccién de P. lilacinus.

Se recomienda en proximos ensayos incluir pruebas de viabilidad de las conidias
que es otro factor importante en si se quiere usar este organismo para control

bioldgico.
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11. Anexos

Anexo 1. Camara de Neubauer utilizada para el experimento

Anexo 2. Método de conteo para el uso de la camara de Neubauer




Anexo 3. Medio de cultivo A3B3 después de 14 dias de incubacién

Anexo 4. Sedimentacion del carbén triturado
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Anexo 5. Conteo de conidias del tratamiento A3B3 bajo microscopio (60x)

Anexo 6. Conteo de conidias (# de conidia/ 0.004 mL)

Observaciones

Tratamiento | | | Il [ I | IV [ V | VI [VIL]VII[IX]| X [XI]XI|XII[XIV]|XV 2
AlB1 14|16 |18 15|26 |28 |20 |19 (12|16 |15| 9 | 14 | 18 | 18 | 258 | 17.20
A1B2 2018 |31 (3125|2729 | 33 |19|28 |24 |24 |33 | 34 |32| 417 | 27.80
A1B3 161716 (17 |15| 9 | 15| 14 |15|16 (19|14 | 15| 13 | 14 | 225 15.00
A2B1 21|29 |46 |42 |45 |48 |61 | 55 |51 |64 20|28 |23 | 27 | 30| 590 | 39.33
A2B2 26 |44 | 25353412927 | 26 |27 (33|27 26| 35|43 |25| 462 | 30.80
A2B3 34 13542312733 (34| 42 {44 48|21 |25| 28 | 34 | 35| 513 | 34.20
A3B1 5560|5368 62 |56|84| 75 |53|66|49 43|57 | 48 |51 | 880 | 58.67
A3B2 48 |44 |36 |42 |51 |56 |66 | 41 |56|61|33|56| 47 | 44 | 49 | 730 | 48.67
A3B3 70 73|96 |77 |78 |88 91| 93 |95|74 |92 86|80 | 75 | 91| 1259 | 83.93




Anexo 7. Datos de conteo de conidias por tratamiento (#conidias/ 0.004 mL)

Concentracion de Carbono

Al (10g/L) | A2(20g/L) | A3(30g/L)
14 21 55
16 29 60
18 46 53
15 42 68
26 45 62
28 48 56
20 61 84
B1
(20:1) 19 55 75
12 51 53
16 64 66
15 20 49
9 28 43
14 23 57
18 27 48
18 30 51
17.20 39.33 58.67
Relacion 29 26 48
C:N 18 44 44
31 25 36
31 35 42
25 34 51
27 29 56
29 27 66
(3?;1) 33 26 41
19 27 56
28 33 61
24 27 33
24 26 56
33 35 47
34 43 44
32 25 49
27.8 30.8 48.67
16 34 70
B3
(40:1) 17 35 73
16 42 96
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17 31 77
15 27 78
9 33 88
15 34 91
14 42 93
15 44 95
16 48 74
19 21 92
14 25 86
15 28 80
13 34 75
14 35 91
15 34.2 83.93

Anexo 8. Diagrama de dispersion de datos agrupados por tratamiento

Concentracion de conidias por 0.04 ml
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Anexo 9. Transformacidn de datos (concentracién de conidias/g de mustra)
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Repeticiones

Tratamie
nto | | n v Vv Vi Vil VI IX X Xl Xl X1l XV XV
3.50E+ | 4.00E+ | 4.50E+ | 3.75E+ | 6.50E+ | 7.00E+ | 5.00E+ | 4.75E+ | 3.00E+ | 4.00E+ | 3.75E+ | 2.25E+ | 3.50E+ | 4.50E+ | 4.50E+
Al1B1 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08
7.25E+ | 4.50E+ | 7.75E+ | 7.75E+ | 6.25E+ | 6.75E+ | 7.25E+ | 8.25E+ | 4.75E+ | 7.00E+ | 6.00E+ | 6.00E+ | 8.25E+ | 8.50E+ | 8.00E+
A1B2 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08
4.00E+ | 4.25E+ | 4.00E+ | 4.25E+ | 3.75E+ | 2.25E+ | 3.75E+ | 3.50E+ | 3.75E+ | 4.00E+ | 4.75E+ | 3.50E+ | 3.75E+ | 3.25E+ | 3.50E+
A1B3 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08
5.25E+ | 7.25E+ | 1.15E+ | 1.05E+ | 1.13E+ | 1.20E+ | 1.53E+ | 1.38E+ | 1.28E+ | 1.60E+ | 5.00E+ | 7.00E+ | 5.75E+ | 6.75E+ | 7.50E+
A2B1 08 08 09 09 09 09 09 09 09 09 08 08 08 08 08
6.50E+ | 1.10E+ | 6.25E+ | 8.75E+ | 8.50E+ | 7.25E+ | 6.75E+ | 6.50E+ | 6.75E+ | 8.25E+ | 6.75E+ | 6.50E+ | 8.75E+ | 1.08E+ | 6.25E+
A2B2 08 09 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 08 09 08
8.50E+ | 8.75E+ | 1.05E+ | 7.75E+ | 6.75E+ | 8.25E+ | 8.50E+ | 1.05E+ | 1.10E+ | 1.20E+ | 5.25E+ | 6.25E+ | 7.00E+ | 8.50E+ | 8.75E+
A2B3 08 08 09 08 08 08 08 09 09 09 08 08 08 08 08
1.38E+ | 1.50E+ | 1.33E+ | 1.70E+ | 1.55E+ | 1.40E+ | 2.10E+ | 1.88E+ | 1.33E+ | 1.65E+ | 1.23E+ | 1.08E+ | 1.43E+ | 1.20E+ | 1.28E+
A3B1 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09
1.20E+ | 1.10E+ | 9.00E+ | 1.05E+ | 1.28E+ | 1.40E+ | 1.65E+ | 1.03E+ | 1.40E+ | 1.53E+ | 8.25E+ | 1.40E+ | 1.18E+ | 1.10E+ | 1.23E+
A3B2 09 09 08 09 09 09 09 09 09 09 08 09 09 09 09
1.75E+ | 1.83E+ | 2.40E+ | 1.93E+ | 1.95E+ | 2.20E+ | 2.28E+ | 2.33E+ | 2.38E+ | 1.85E+ | 2.30E+ | 2.15E+ | 2.00E+ | 1.88E+ | 2.28E+
A3B3 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09
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Anexo 10. Componente del ANOVA

Formula Valor
FC = yy2 1.3172E+20
TxR
4.10E+19
SCTot = Y(x?)-FC
x'2
SC Trat = mt i%) 3.5287E+19
2.78685E+19
SC(A) =
1.09753E+18
SC(B) =
6.32094E+18
SC (AB) =
5.69E+18
SC (EE) =

Anexo 11. Tabla de comparacion de medias por el método de Tukey

Tratamiento Al1B3 AlB1 AlB2 A2B2 A2B3 A2B1 A3B2 A3B1 A3B3

Media | 3-75E+08 | 4.30E+08 | 6.95E+08 | 7.70E+08 | 8.55E+08 | 9.83E+08 | 1.22E+09 | 1.47E+09 | 2.10E+09
AlB3 3.75E+08 5.50E+07 | 3.20E+08 | 3.95E+08 | 4.80E+08 | 6.08E+08 | 8.42E+08 | 1.09E+09 | 1.72E+09
AlB1 4.30E+08 2.65E+08 | 3.40E+08 | 4.25E+08 | 5.53E+08 | 7.87E+08 | 1.04E+09 | 1.67E+09
AlB2 6.95E+08 7.50E+07 | 1.60E+08 | 2.88E+08 | 5.22E+08 | 7.72E+08 | 1.40E+09
A2B2 7.70E+08 8.50E+07 | 2.13E+08 | 4.47E+08 | 6.97E+08 | 1.33E+09
A2B3 8.55E+08 1.28E+08 | 3.62E+08 | 6.12E+08 | 1.24E+09
A2B1 9.83E+08 2.33E+08 | 4.83E+08 | 1.12E+09
A3B2 1.22E+09 2.50E+08 | 8.82E+08
A3B1 1.47E+09 6.32E+08
A3B3 2.10E+09

Valor Critico = 2.41E+08
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Anexo 12. Hoja de Vida

Juan Carlos Samaniego Branstetter

Ingeniero de Agroempresa
Urbanizacion El Condado, calle F lote 316, Quito-Ecuador
Telfs. (593) 2498674 cel: 0984489134 juancal990@hotmail.com

EXPERIENCIA PROFESIONAL EN EL AREA AGROEMPRESA

Junio 2010-presente: Florisam

Cargo: Asesor de Ventas de rosas, claveles y flores de verano.

Funcion: Recepcion de pedidos de clientes y coordinacion de abastecimiento de 20 fincas, y
elaboracion y emision de facturas.

2014- Presente: Unique Farms

Cargo: Agente de Ventas de flores y productos alimenticios.

Funcion: Contactar clientes potenciales y conseguir proveedores que cumplan con las
especificaciones necesitadas.

Agosto 2015 - Presente: Take a Bloom

Cargo: Fundador de compafiia.

Funcion: Importador, productor y vendedor de tulipanes.

Junio 2010-Septiembre 2015: Granja Experimental Universidad San Francisco

Cargo: Voluntario en trabajo de campo.

Funcion: Ayuda en planificacion de tierras, siembra, cosecha y manejo de cultivos.

Junio 2009 — Junio 2010 : Florisam (EEUU)

Cargo: Administrador de Operaciones

Funcién: Coordinacion de pedidos, embarques, logistica y cobros de operacidn relacionadas a la
floricultura establecida en California.

FORMACION ACADEMICA

2009-2015 Ingenieria de Agroempresa

Universidad San Francisco de Quito (Ecuador)
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Honores: Acreedor de Beca Columbela

2012-2013  Programa de Intercambio
Michigan State University
1998-2009  Bachillerato Nacional

Unidad Educativa Tomas Moro (Ecuador)

CURSOS Y TALLERES REALIZADOS

e 2015 Segundo Simposio de Fitopatologia, Control Bioldgico e Interacciones
Planta-Patdgeno, Quito, 24 Septiembre-25 de Septiembre 2015, 20 horas.

e 2013 Manejo de Agua y Fertirrigacion, Quito, 7, 14, 21, y 28 de Septiembre 2013,
40 horas.

e 2012 Primer Simposio en Fisiologia Vegetal, 24 febrero-25 Febrero, 20 horas.

OTRAS DESTREZAS

Idiomas : Espafiol: Nativo
Inglés: Nativo (Madre Americana)

Informatica:
Excel. Nivel Alto
Presentaciones Power Point: Nivel Alto
Word: Nivel Alto
Internet: Nivel Alto

e Otros: Me considero una persona amable, creativa, constante y responsable,
organizada, dedicada e innovadora. Tengo un buen manejo del tiempo, habilidades
organizacionales y sociales. Estoy dispuesto a adaptarme a cualquier circunstancia
y emprender e incursionar en cualquier area.



