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Resumen y Abstract IX

Resumen

El hongo entomopatégeno Nomuraea rileyi (cepa NmO006) ha demostrado un alto
potencial para ser utilizado en el control biolégico del gusano cogollero del maiz
Spodoptera frugiperda. Sin embargo, este microorganismo es altamente susceptible a
condiciones abidticas de estrés, lo que dificulta su produccion masiva, formulacién y
eficacia en campo. Una estrategia para incrementar la tolerancia del microorganismo a
dichas condiciones es a través de la manipulacion fisioldgica, por lo que el objetivo del
presente trabajo fue desarrollar una estrategia mediante el uso de factores abiéticos de
estrés (temperatura y luz UVB) durante la fermentacion de N. rileyi. Los conidios
obtenidos de los diferentes choques de estrés y los no expuestos (tratamiento control)
fueron  caracterizados  microbiologicamente  (rendimiento 'y  germinacion),
enzimaticamente (B-esteresa, N-acetilglucosaminidasa y quimoelastasa proteasa Prl) y
biol6gicamente (actividad biol6gica). Los choques de temperatura no afectaron el
rendimiento y la actividad N-acetilglucosaminidasa. Sin embargo, germinacion, eficacia y
la actividad B-esterasa fueron significativamente superiores en los conidios expuestos a
los choques térmicos en comparacion con los conidios no expuestos. Con respecto a los
choques de luz UVB, se evidencidé que a medida que aumenté el tiempo de exposicion
disminuyeron las respuestas. Sin embargo, el choque UVB de 5 minutos potencié la
germinacion y las actividades enzimaticas. La implementacion combinada de un choque
térmico a 5°C durante 3,45 horas y un choque con luz UVB durante 5 minutos potenci6 el
rendimiento, la germinacion y la eficacia de los conidios de Nm0O06. El bioplaguicida a
base de los conidios provenientes de las fermentaciones en donde se implementd la
combinaciéon de choques de estrés fue estable durante tres meses a las temperaturas de
almacenamiento de 8°C y 18°C, mientras que el bioplaguicida a base de conidios
provenientes de fermentaciones sin choques de estrés solamente fue estable a la
temperatura de 8°C. Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos, la
implementacién de choques de estrés (térmico y de luz UVB) durante el proceso de
fermentacion potencié ecofisiolégicamente los conidios de Nm006 ya que permitié
obtener un microorganismo mas estable y virulento, el cual puede ser utilizado como
principio activo del bioplaguicida.

Palabras clave: Entomopatdgeno, produccion masiva, estrés, bioplaguicida
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Abstract

The entomopathogenic fungus Nomuraea rileyi (Nm006) has shown a high potential for
use in biological control of Spodoptera frugiperda “corn fall army worm”. However, this
microoorganism is highly susceptible to abiotic stress conditions, which makes dificult
mass production, formulation and field efficacy. A strategy to increase the tolerance to
these conditions is the physiological manipulation. The aim of this work was to develop a
strategy during fermentation of N. rileyi (NmOOG6) using abiotic stress factors (temperature
and UVB light). Conidia obtained from the different shock stress and unexposed (control
treatment) were microbiological (yield and germination), enzymatical (B-esterese, N-
acetylglucosaminidase and subtilin-like protease Prl) and biological (biological activity)
characterized. Temperature shocks did not affect the yield and N- acetylglucosaminidase
activity. However, germination, eficacy and p-esterase activity were significantly higher in
the conidia exposed to thermal shock than unexposed conidia. In relation with the UVB
light shock, when the exposure time increased, the variables response decreased.
However, 5 minutes UVB light shock enhanced germination and enzyme activities. The
combined implementation of a thermal shock at 5°C for 3.45 hours and 5 minutes with
UVB light, enhanced conidia (Nm006) germination and efficacy.The biopesticide based
on conidia from fermentations where the combination of shock stress was implemented
was stable for three months at 8°C and 18°C, while the biopesticide based on conidia
from convenctional fermentation was only stable at 8°C. The implementation of shock
stress (temperature and light UVB) during N. rileyi fermentation incresed the
ecophysilogycal fitness of conidia. Because of that, N. rileyi was more stable and virulent
and it can be use as active ingredient in a biopesticide.

Keywords: Entomopathogen, mass production, stress, biopesticide
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Consideraciones éticas

En este proyecto se consideraron los aspectos éticos relacionados en las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en cuestiones ambientales. En
este trabajo se incluy6 el uso del hongo entomopatégeno Nomuraea rileyi (cepa NmO0O06),
el cual fue aislado a partir de larvas de S. frugiperda infectadas naturalmente en un
cultivo de maiz en Puerto Lopez Gaitan, Meta, Colombia. Este microorganismo fue
suministrado por el Banco de Germoplasma de Microorganismos con Interés Biol6gico de
CORPOICA y por esta razon se cumplieron los requerimientos del Decreto 309 de 2000,
expedido por el Ministerio del Medio Ambiente, por el cual se reglamenta la investigacion
cientifica sobre diversidad biol6gica. Este proyecto no gener6 impacto negativo
apreciable en el ambiente, ya que fue realizado en el Laboratorio de Control Bioldgico del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria de CORPOICA, y por esta razon se cumplieron las
normas emitidas para el trabajo en este lugar y para la disposicion de residuos que se
generaron en el proyecto. Ademas, los reactivos toxicos conocidos o material biol6gico
contaminante fueron desechados ajustandonos a las normas nacionales y a estandares
internacionales (ATCC). Los investigadores que participaron en este proyecto no tienen

conflictos de interés derivados de la investigacion realizada.






Introduccioén

El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
es una plaga agricola presente en la mayor parte del hemisferio occidental (Garcia et al.
2002). En Colombia, esta especie es una plaga primaria en el cultivo de maiz (Zea
mays) debido a que puede generar pérdidas econdmicas hasta en un 35% y es una
plaga secundaria en cultivos como el sorgo (Sorghum spp.), el algodén (Gossypium

hirsutum) y los pastos (Garcia et al. 2002).

Este insecto plaga es de importancia econdmica debido a su amplia distribucion
geografica y a la gran cantidad de hospederos alternos que tiene, ya que es un insecto
polifago. Para su control quimico, a nivel mundial se gastan aproximadamente 4,2
millones de délares en plaguicidas por afio, lo que incide negativamente en los costos de
produccion de los cultivos (Fernandez 2003). Dentro de los plaguicidas quimicos que se
han utilizado para el control de S. frugiperda se encuentran los fosforados, los piretroides
y los carbamatos, los cuales presentan categorias toxicolégicas | y Il y son téxicos para el

ambiente y la salud animal y humana (Garcia & Del Pozo 1999).

Debido a lo anterior, es necesario reducir el uso y la dependencia de agroquimicos para
el control de este insecto y desarrollar alternativas que sean amigables con el medio
ambiente. Dentro de estas alternativas se encuentra el control biolégico mediante el uso
de bacterias, virus, hongos y protozoarios entomopatdgenos (Charnley & Collins 2007).
Estos microorganismos han demostrado un potencial interesante para ser incluidos en
propuestas de manejo integrado de plagas, debido a que aparecen en condiciones

naturales y no presentan riesgos para la salud animal y humana (Srivastava et al. 2009).

Dentro de los hongos entomopatégenos que afectan a S. frugiperda se destacan los

géneros Metarhizium, Beauveria, Nomuraea e Isaria (anteriormente clasificado como
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Paecilomyces), los cuales se caracterizan por presentar una amplia distribucion
geogréfica, un amplio rango de hospederos, alta virulencia y la posibilidad de ser

trasmitidos de forma horizontal (Khachatourians & Qazi 2008).

Una de las especies promisorias para integrar en el control biologico de S. frugiperda es
el hongo entomopatégeno Nomuraea rileyi (Farlow) Samson. Este microorganismo esta
distribuido en amplios agroecosistemas y frecuentemente se encuentra causando
epizootias naturales sobre este insecto y otros lepidépteros de importancia econémica
como Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera : Noctuidae), Pseudoplusia includens
(Walker) (Lepidoptera : Noctuidae), Trichoplusia ni (Hubner) (Lepidoptera : Noctuidae) y
Helicoverpa virescens (F.) (Lepidoptera : Noctuidae) (Leén & Pulido 1991; Rios-Velasco
et al. 2010).

Sin embargo, es escasa la literatura con respecto al efecto biocontrolador de N. rileyi
sobre S. frugiperda. Uno de los estudios que se destaca es el de Garcia y Del Pozo
(1999), quienes evidenciaron que la aplicacion de este hongo en combinacién con la
bacteria Bacillus thuringiensis en forma de cebo, produjo mortalidades superiores al 90%
en larvas de S. frugiperda y ademas presentd una alta selectividad y persistencia. En otro
trabajo en Cuba, al realizar tres aplicaciones de N. rileyi a una concentraciéon de 5x10’
conidios/mL sobre larvas, se obtuvieron mortalidades superiores al 90% (Pérez 2003).
Pavone et al. (2009) también evaluaron una formulacién granulada a base de N. rileyi
contra S. frugiperda, la cual consistia en particulas de germen de maiz inoculadas con
10" conidios/g. Esta preparacion protegié a los conidios de la radiacién ultravioleta y
eliminé el 80% de la poblacion de larvas en bioensayos en condiciones de laboratorio. De
igual manera, Vega-Aquino et al. (2010) evaluaron la actividad biocontroladora de
conidios de N. rileyi formulados en varios aceites vegetales y los autores encontraron que
las diferentes formulaciones causaron una mortalidad del 100% con un tiempo de

mortalidad promedio de 4,7 dias.

A pesar del potencial que ha demostrado N. rileyi para el control de esta plaga, la
informacion que existe es escasa, posiblemente a las dificultades que presenta este
microrganismo para su produccién masiva y a la baja estabilidad del mismo en

condiciones de almacenamiento. Por esta razén, a la fecha no se encuentra registrado
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ningun bioinsumo a base de este hongo en los Estados Unidos (EPA 2012) ni en

Colombia (ICA 2013) para el control del gusano cogollero del maiz S. frugiperda.

Teniendo en cuenta lo anterior, el Laboratorio de Control Biolégico del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria de CORPOICA, realizo investigaciones encaminadas hacia
la busqueda y seleccidbn de microorganismos entomopatégenos para el control de S.
frugiperda. Es asi como se seleccion6 el aislamiento de N. rileyi codificado como NmO0O06,
el cual ocasion6 una mortalidad en condiciones de laboratorio del 95% sobre larvas de
tercer instar de S. frugiperda (Bosa et al. 2004).

Con dicho aislamiento se estandariz6 un sistema de produccién masiva de conidios, para
lo cual se evaluaron matrices sélidas a base de cereales y suplementadas con fuentes de
nitrégeno organico (Villamizar et al. 2004). Una vez seleccionado el medio de cultivo
adecuado, se elaboraron dos prototipos de bioplaguicidas formulados como un
concentrado emulsionable y un granulado dispersable. Sin embargo, estas formulaciones
afectaron negativamente la actividad biocontroladora del microorganismo posiblemente
debido al proceso o a los excipientes utilizados, ya que los conidios sin formular causaron
una mortalidad del 95% (Villamizar et al. 2004). Entre los dos prototipos, se seleccioné el
concentrado emulsionable para continuar con los estudios de optimizacion del producto
ajustando la composicion del bioplaguicida y las operaciones unitarias del proceso con
miras a incorporar coadyuvantes en la formulacion que estabilicen los conidios de N.
rileyi (Aguirre et al. 2009).

En otro trabajo posterior, Zarate y colaboradores (2010) evaluaron la estabilidad bajo
condiciones de almacenamiento de dicha formulaciébn (antiguo prototipo) y una
modificacion de la misma (nuevo prototipo). Los autores encontraron que el prototipo
antiguo present6 una vida util inferior a tres meses cuando fue almacenado a 10°C,
mientras que el nuevo prototipo fue estable durante tres meses a 10°C y 20°C (Zarate et
al. 2010). Teniendo en cuenta estos resultados se selecciond el nuevo prototipo para
continuar con el desarrollo, el cual presentd una eficacia del 70% en condiciones de casa
de malla. Sin embargo, una vida util de 3 meses es muy corta teniendo en cuenta que
una vez el producto es manufacturado se requiere un tiempo para cumplir con la cadena

de distribucién comercial, la cual puede tomar varios meses. Ademas, en el mercado



4 Introduccién

existen productos a base de hongos entomopatégenos como Beauveria sp., Metarhizium
sp. e Isaria sp. que son estables durante seis 0 mas meses cuando son almacenados a
20°C (Copping 2009). También es importante resaltar que la eficacia obtenida en casa de
malla con este prototipo fue del 70%, la cual puede disminuir cuando el producto sea
aplicado en condiciones de campo (Srivastava et al. 2009), por lo que para que el
producto se considere adecuado desde el punto de vista de su actividad, se espera que
en condiciones controladas la eficacia sea superior al 80% (Jenkins & Grzywacz 2000).

Para que este producto sea competitivo en el mercado es necesario contar con un
aislamiento muy virulento, que presente una alta eficacia y que sea tolerante a
condiciones abidticas como la luz ultravioleta, la actividad de agua y la temperatura,
factores que disminuyen la vida en anaquel del bioplaguicida y el establecimiento del
hongo en el ambiente y por lo tanto la eficacia del mismo en campo (Magan 2001). La
tolerancia a estas fluctuaciones abidticas es un prerrequisito para el éxito de los
bioproductos y una estrategia para incrementar dicha tolerancia es a través de la

manipulacién fisiolégica de los conidios (Andersen et al. 2006).

Por medio de la manipulacién fisiologica de los conidios, éstos pueden acumular solutos
compatibles, compuestos de bajo peso molecular como alcoholes polihidricos (polioles) y
azucares como la trehalosa o el glicerol, que permiten a la célula continuar con su

metabolismo y procesos enzimaticos en condiciones de estrés (Andersen et al. 2006).

Por estas razones, el presente trabajo pretendioé desarrollar una estrategia para potenciar
ecofisiol6gicamente los conidios de N. rileyi mediante el uso de factores abibticos de
estrés durante el proceso de fermentacion y de esta manera obtener un microrganismo
gue sea mas estable y virulento, el cual pueda ser utilizado en la formulaciéon del

bioplaguicida y garantice el éxito del mismo.



1.Marco Teodrico

1.1. El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (J.E Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) es considerada la plaga mas
importante del maiz en muchas regiones de América (Andrews, 1989; Garcia, 1993;
Ledn, 1987; citado por Garcia, 2000). En Colombia, es conocido con el nombre comun de
“gusano cogollero del maiz”, el cual ataca otros cultivos como arroz, pastos, sorgo, cafia
de azucar y algodonero, haciendo que su dispersién sea amplia y la supervivencia y

abundancia de sus poblaciones sea mayor (Garcia 2000).

De acuerdo con Borror y Delong, citados por Jiménez (1980), la clasificacion taxonémica
del insecto es la siguiente:

Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Género: Spodoptera

Especie: Spodoptera frugiperda (J.E Smith).

1.1.1 Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda

El ciclo de vida de S. frugiperda desde la oviposicion hasta la emergencia del adulto es
aproximadamente de 23 a 25 dias, con una duracién promedio de los adultos de 14 a 15
dias. Los huevos tienen una duracion de 3 a 5 dias y son puestos en grupos de hasta
300 en cualquier cara de la hoja, los cuales son cubiertos por escamas grisaceas que la
hembra se arranca del abdomen al momento de poner los huevos. Estos son redondos,

con dimensiones entre 0,45 mm y 0,5 mm de diametro de color rosado péalido que se
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torna a gris a medida que se acerca la eclosion (Carbonell et al. 2001; Negrete & Morales
2000).

Las larvas al nacer se alimentan del coreon y mas tarde se trasladan a diferentes partes
de las plantas o a las vecinas, evitando asi la competencia por el alimento y el
canibalismo. Su color varia segun el alimento pero en general son oscuras con tres rayas
palidas estrechas y longitudinales; en la region frontal se distingue una “Y” blanca
invertida (Montesbravo 2005; Negrete & Morales 2000).

Las larvas pasan por 6 o 7 estadios o mudas, siendo los dos primeros de mayor
importancia para tomar las medidas de control. En el primero éstas miden entre 2 y 3 mm
y la cabeza es completamente negra, el segundo mide entre 4 y 10 mm y la cabeza es
café claro. En las dos primeras etapas, las larvas se alimentan de la superficie inferior de
las hojas tiernas, causando un manchado caracteristico, en forma de ventanas. A partir
del tercer estadio se introducen en el cogollo, haciendo perforaciones que son
apreciadas cuando la hoja se desvaina. En gran densidad pueden matar las plantas
jovenes por defoliacion o destruir los puntos de crecimiento (Montesbravo 2005; Negrete
& Morales 2000). Las larvas grandes pueden actuar como gusanos cortadores,
escondiéndose en el suelo durante el dia y cortando plantas durante la noche, mediante

tuneles que perforan en la base del tallo (Montesbravo 2005).

Cuando la larva estad proxima a pasar al estado de pupa, ésta busca el suelo para
preparar la camara pupal, deja de moverse, sufre una muda y se transforma en pupa, la
cual tiene de 14 a 17 mm de longitud, con su extremo abdominal (cremaster) terminando
en dos espinas o ganchos en forma de “U” invertida. Esta fase se desarrolla en el suelo y
el insecto permanece en reposo entre 8 a 10 dias, momento en que emerge el adulto o

mariposa (Negrete & Morales 2000).

Los adultos son polillas de un color pardo con una envergadura alar entre 30 y 35 mm.
Las hembras tienen alas de colores oscuros y uniformes, mientras que los machos tienen

arabezcos o figuras irregulares llamativas en las alas. En reposo doblan sus alas sobre el
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cuerpo formando un angulo agudo que permite la observacion de una prominencia
ubicada en el térax. Los adultos son inactivos en el dia y permanecen en hojarascas o en
sitios sombreados, durante la noche se vuelven activos al realizar las actividades de

cbpula y postura (Negrete & Morales 2000).

1.1.2 Métodos de control de Spodoptera frugiperda

Control cultural: Las medidas que ayudan a reducir el dafio incluyen una buena
fertiidad del suelo para asegurar un desarrollo rapido de la planta, minimizar la
exposicion de las plantas jévenes al ataque y permitir una recuperacion del dafo.
También la siembra en densidades mayores permite compensar las pérdidas, asi como
la rotacion con una leguminosa para reducir la reinfestacion y el control de malezas

gramineas (Garcia et al. 2002).

Control quimico: El gusano cogollero del maiz es una plaga cominmente controlada
con plaguicidas quimicos, presentandose una alta dependencia de los agricultores a este
medio de control. Si la aplicacion se realiza en forma oportuna y bien dirigida al sitio
donde esta la plaga, el control puede ser satisfactorio pero no deja de ser un control
temporal, siendo necesario repetir la aplicacion cuando se presente otra generacion del
insecto (Garcia & Pulido, 1984). Existe una gran variedad de insecticidas tales como
metomil, clorpirifos y cipermetrina, plaguicidas de categorias toxicoldgicas I, 1l y llI
respectivamente (I = extremadamente téxico, Il = altamente toxico, Il = moderadamente
téxico). Sin embargo, su uso continuo provoca disturbios en la dinAmica de la plaga al
destruir sus enemigos naturales, ademas de problemas de resistencia a estos
compuestos, intoxicacion en operarios que aplican los productos en campo,
contaminacién del ambiente y un incremento notable en los costos de produccion (Garcia
& Pulido 1984).

Control fisico: Las lluvias continuas, especialmente en las primeras tres semanas de
sembrado el maiz, época en la cual ocurre la mayor oviposicion y el nacimiento de las
larvas; contribuyen a la reduccion del dafio fresco por la alta mortalidad de larvas

pequefias, muchas de las cuales mueren por ahogamiento en el cogollo. Actividades
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como el riego, interfiere con la oviposicion de las hembras y contribuye con la mortalidad

de las larvas pequefas (Garcia, 2000).

Control biolégico: El gusano cogollero del maiz S. frugiperda es un insecto que posee
una amplia gama de enemigos naturales, como especies de parasitoides y organismos
entomopatégenos como hongos, virus y bacterias (Rodriguez 1984). Entre las especies
de parasitoides se encuentran Cotesia marginiventris (Cresson) y Chelonus texanus
(Cresson) (Hymenoptera: Braconidae), especies que también estan asociados con otras
especies de noctuidos. Los depredadores del gusano cogollero son los mismos que
atacan generalmente a otras plagas como Labidura riparia (Pallas) (Dermaptera:
Labiduridae), Podisus maculiventris (Say) (Hemiptera: Pentatomidae), y Orius insidiosus
(Say) (Hemiptera: Anthocoridae) (Hoballah et al. 2004).

Se conocen numerosos agentes patdgenos, incluyendo virus, hongos, protozoos,
nematodos, y bacterias que afectan al gusano cogollero del maiz (Gardner & Fuxa 1980),
pero s6lo unos pocos causan epizootias. Entre los microrganismos mas importantes se
encuentra el virus de la poliedrosis nuclear (NPV), los hongos entomopatdégenos
Entomophaga aulicae, Nomuraea rileyi e Isaria spp y la bacteria Bacillus thuringiensis
(Hoballah et al. 2004).

1.2 Los hongos entomopatdogenos

Existen mas de 700 especies de hongos entomopatdgenos (Feng et al. 1994; Hajek & St
Leger 1994; Shah & Pell 2003), entre las que se destacan los géneros Metarhizium,
Beauveria, Aschersonia, Entomopthora, Zoophthora., Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces,
Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Isaria, Nomuraea y Lecanillium, pertenecientes a la
clase Zygomycota e Hyphomycota (Srivastava et al. 2009). Muchas de estas especies
tienen un amplio rango de hospederos y son patégenos de diferentes 6rdenes de

insectos como Lepiddpteros, Coledpteros y Hemipteros (Faria & Wraight, 2007).
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Los hongos entomopatégenos con potencial biocontrolador deben tener como
caracteristicas basicas una alta virulencia contra el insecto plaga, facilidad de produccién
masiva y la resistencia a condiciones ambientales extremas(Ali et al. 2009a). Ademas,
los aislamientos que presentan altas tasas de germinacion y variabilidad enzimatica,
tienen la ventaja de infectar rapidamente al hospedero (Hajek & St Leger, 1994; Varela &
Morales, 1996).

Teniendo en cuenta este potencial, durante las Ultimas décadas varios bioinsecticidas a
base de hongos entomopatégenos han sido comercializados. Sin embargo, de las 700
especies de hongos entomopatégenos actualmente conocidas, s6lo 12 especies son
utilizadas como principio activo de formulaciones, quedando un namero importante con

potencial para su aplicacion (Srivastava et al. 2009).

1.3 El hongo entomopatdogeno Nomuraea rileyi

Este hongo entomopatégeno tiene como hospederos primarios insectos del orden de los
lepidopteros (Lepidoptera: Noctuidae), dentro de los que se encuentran plagas de
importancia econémica como Anticarsia gemmatalis (Hubner), Pseudoplusia includens
(Walker), Trichoplusia ni (Hubner), Heliothis virescens (F.) y Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) (J.E. Smith) (Boucias et al. 2000).

Clasificacion taxonémica segun Devi et al. (2007):

Subdivisién: Deuteromicotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales

Familia: Moniliacea

Género: Nomuraea

Especie: Nomuraea rileyi (Farlow) Samson
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El hongo entomopatégeno Nomuraea rileyi fue originalmente descrito como Botrytis rileyi
(Farlow) en 1883, luego como Spicaria rileyi (Farlow) Charles en 1936, posteriormente
como Nomuraea maublanc por Kish y colaboradores en 1974 y finalmente como

Nomuraea rileyi (Farlow) Samson en 1974 (Boucias et al. 2000).

1.3.1 Caracteristicas morfologicas y fisioldgicas

Nomuraea rileyi es un hongo imperfecto y dimoérfico en su desarrollo. El crecimiento
inicial de este hongo es levaduriforme, por gemacién del tubo germinal de un conidio. Al
cabo de unos dias los cuerpos hifales en forma de levadura producen un crecimiento de
color crema (Ilgnoffo 1981; Pendland & Boucias, 1997). Posteriormente el color de la
colonia progresa de blanco a verde pélido hasta un verde intenso a medida que se
produce la esporulacién (Boucias et al. 2000).

Las hifas miden entre 2 y 3 ym de diametro, son septadas, hialinas a ligeramente
pigmentadas (Kish & Samson, 1974; Ignoffo 1981). Los conidioforos son erectos y
septados. Las ramas se forman cerca de cada septo, se desarrollan en ramilletes, cada
uno dando origen entre 2 y 4 fidlides. Los conidios forman cadenas divergentes, son
lisos, elipsoidales, algunas veces cilindricos, verdes palidos y con dimensiones de 3,5 a
4,5 um por 2 a 3,1 uym (Kish & Samson, 1974; Ignoffo 1981).

Este microorganismo tiene un crecimiento exigente ya que requiere de fuentes de
nitrégeno especiales (Boucias et al. 2000) siendo la forma organica del nitrégeno la mas
utilizada (Riba & Glandard, 1980). El hidrolizado de levadura enzimatico, la levadura
cervecera, la leche descremada en polvo y la leche entera en polvo son buenas fuentes
de nitrégeno para el desarrollo de N. rileyi. El extracto de levadura (como fuente de
nitrégeno y vitaminas) es necesario para promover el crecimiento micelial de N. rileyi
(Vimala, 1994). Estas caracteristicas hacen que la produccion masiva sea dificil y

costosa de realizar.
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Generalmente su produccion se realiza en medio Sabouraud maltosa agar fortificado con
1% de extracto de malta (SMAE), lo que la hace muy costosa. Varios trabajos han tratado
de disminuir los costos de produccion utilizando sustratos econémicos como arroz, soya,
sorgo, trigo y cebada (Sahayaraj et al. 2008; Rajan & Muthukrishnan, 2010), pero por los
estrictos requerimientos nutricionales de este hongo, ha sido dificil el desarrollo de
medios de cultivo econdmicos que permitan un alto rendimiento en la produccién de
conidios (Vimala, 1994; Sahayaraj et al. 2008; Rajan & Muthukrishnan, 2010).

1.3.2 Mecanismo de infeccion

La principal barrera para la infeccién para N. rileyi es la cuticula de los insectos, la cual
estd compuesta por tres capas: la epicuticula, la procuticula y la epidermis. La epicuticula
es una capa muy delgada (0,1-3,0um) compuesta en su mayoria por quitina, proteinas y
lipidos no polares como éacidos grasos de 20 a 40 carbonos y ésteres (Pedrini et al.
2007). La procuticula forma la mayor parte de la cuticula y contiene fibras de quitina
incrustadas en una matriz de proteinas, la cual puede ser de hasta un 75% en su
totalidad (Pedrini et al. 2007).

Para que el hongo entomopatégeno pueda desarrollarse y causar la infeccién sobre el
insecto plaga, éste debe interactuar fisico-quimicamente con su hospedero. El desarrollo
de la infeccién implica el crecimiento del tubo germinal del conidio sobre la cuticula del
insecto, la produccion de enzimas hidroliticas, la produccion de sustancias adhesivas,
formacion del apresorio, la penetracion de las hifas hasta la hemolinfa, el crecimiento y
reproduccién del hongo y la produccién de metabolitos téxicos; mecanismos que en

conjunto causan la muerte del insecto (Figura 1) (Khachatourians & Qazi, 2008).

El proceso inicia cuando los conidios se adhieren a la cuticula debido a la alta
hidrofobicidad que tienen, lo que también los protegen de condiciones ambientales
extremas (Tucker & Talbot 2001). El proceso de adhesion del conidio a la cuticula del
insecto, esta mediado por la presencia de moléculas sintetizadas por el hongo
denominadas adhesinas, como la descrita para Metarhizium anisopliae denominada

MAP1, que se localiza en la superficie de los conidios (Wang & St Leger 2007). Ademas,
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se ha demostrado que iones divalentes como el Ca?* y el Mg?* reducen las fuerzas de
repulsiéon electrostaticas promoviendo también la adhesion de los conidios (Pucheta et al.
2006).

Una vez adheridos, los conidios germinan produciendo un tubo de germinacion, que en
su extremo terminal forma un abultamiento conocido como apresorio (Charnley & Collins
2007). La formacién de esta estructura se ve influenciada por la topografia del
hospedero, en superficies lisas el tubo germinal es corto y el apresorio se forma muy
cerca del conidio, y en las superficies rugosas se produce primero un crecimiento
extensivo sobre los micropliegues del insecto y posteriormente se forma el apresorio
(Charnley & Collins 2007).

Figura 1-1 Mecanismo de accién de los hongos entomopatdégenos (Modificado de
Villamizar 1998).
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La penetracion de las hifas en la cuticula es una combinacién de mecanismos fisicos y
enzimaticos. Entre las principales enzimas que actlan en el proceso de infeccion se
encuentran las proteasas, las quitinasas y las lipasas que degradan quimicamente la
cuticula, permitiendo que la hifa de penetracion llegue a la hemolinfa (Shah & Pell, 2003).
Una vez el hongo alcanza el hemocele del insecto, comienza a crecer de forma micelial
invasiva o en forma de blastosporas que garantizan la adquisicibn de nutrientes, la
produccion de metabolitos toxicos y la evasion de la respuesta inmune del insecto (Qazi
& Khachatourians, 2007). Esta evasion puede darse por el cambio conformacional en la
superficie de las blastosporas, por la produccion de sustancias inmunomodulantes y por
la alta tolerancia a enzimas y péptidos de defensa (Qazi & Khachatourians, 2007). Por lo
tanto, la muerte del insecto puede ser el resultado de una combinacién de mecanismos
como la obstruccién fisica, la invasion de 6rganos y la toxicosis (Charnley & Collins
2007).

El ciclo de infeccién se completa cuando el hongo esporula sobre el cadaver del insecto
en condiciones adecuadas de humedad y temperatura. Este nuevo inoculo de infeccién
puede ser dispersado a través del viento, la lluvia o de otros insectos, comenzando

nuevamente un ciclo de infeccion (Shah & Pell, 2003).

1.4 Aspectos bioquimicos del desarrollo de lainfeccidn

Los hongos entomopatégenos invaden sus hospederos por medio de la accion
combinada de enzimas hidroliticas como proteasas, quitinasas y lipasas, que van
degradando los componentes cuticulares y proporcionan nutrientes para una mayor
proliferacion del hongo. La importancia de cada una de estas enzimas depende de las
caracteristicas de la cuticula del insecto y también del mecanismo de invasion del hongo
(Shah & Pell, 2003).

1.4.1 Lipasas

La cuticula de los insectos ademas de estar compuesta por quitina y proteinas, contiene

capas de lipoproteinas, acidos grasos y esteres, los cuales son importantes para la
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viabilidad del insecto, ya que previenen la desecacién en condiciones extremas e impiden
la penetracion de insecticidas quimicos (Pedrini et al. 2007). Por lo tanto, la accion de las
lipasas y lipoxigenasas del hongo entomopatdégeno contribuyen significativamente en la

penetracion e infeccion del mismo sobre el insecto plaga.

Se ha establecido que el crecimiento de algunos hongos entomopatdgenos puede ser
inhibido por &cidos grasos de cadena corta presentes en la cuticula del insecto, como lo
reportd James et al. (2003) quienes demostraron que los lipidos cuticulares de Bemisia
argentifoli afectaron la germinacién de B. bassiana e I|. fumosorosea, sugiriendo que
dichos componentes pueden contribuir en la defensa del insecto ante la infeccion de un
hongo entomopatégeno. Lord & Howard, (2004), evidenciaron un comportamiento similar
al evaluar los acidos grasos cuticulares de Liposcelis bostrychophila sobre el crecimiento
de B. bassiana y M.anisopliae, encontrando una disminucién del 18% en la germinacién
de los conidios, resultado atribuido a que los acidos grasos disminuyen la hidrofobicidad
y la carga eléctrica de los conidios y por lo tanto su adhesién a la superficie del insecto
(Khachatourians & Qazi 2008).

Sin embargo, las lipasas al intervenir en el proceso de hidrdlisis de la cuticula también
pueden aumentar la velocidad de germinacion de los conidios (Supakdamrongkul et al.
2010a) y por lo tanto incrementar la virulencia del hongo. En condiciones in vivo, la
accion de las lipasas es el primer paso enzimatico en la degradacion de la cuticula,
después actlan las proteasas y las quitinasas, pero sélo a través de la accién combinada
de estas enzimas principales se lleva a cabo la desintegracion de la cuticula (Ali et al.
2009a)

1.4.2 Proteasas y peptidasas

Las enzimas proteoliticas tienen dos roles en la patogénesis sobre el insecto: la
degradacién de la cuticula y como factores de virulencia. Estas enzimas han sido
identificadas y caracterizadas en la mayoria de los hongos entomopatégenos como M.

anisopliae, L. lecanii, I. fumosorosea, B. bassiana, B. brongniartti, Erynia spp. y N. rileyi
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(Charnley & St Leger 1991; Khachatourians 1991; Lopez-Llorca & Olivares 2002; Sheng
et al. 2006; Ali, Z Huang, et al. 2009).

Dentro de las enzimas producidas por los hongos entomopatdégenos existe un complejo
de proteasas compuestas principalmente por proteasas tipo serin, tipo tripsinas,
metaloproteasa y diversas exopeptidasas que son importantes en la degradacién de la
cuticula (St Leger 1995). Ademas, las enzimas tipo serin de diferentes hongos han
demostrado un alto grado de similitud entre si, sugiriendo su posible procedencia de un
ancestro comun (Yang et al. 2007). La enzima clave en el proceso de infeccidén pertenece
a la familia de las subtilisinas proteasas K y es conocida como quimoelastasa proteasa
(Prl), cuya expresion esta directamente relacionada con los componentes cuticulares de
los insectos (Ali et al. 2009b). Otra enzima importante en el proceso de infeccion es la
enzima tipo tripsina (Pr2), la cual también se produce en las primeras etapas de
infeccién, sugiriendo que tiene un rol complementario con la enzima Prl en la

degradacién de las proteinas cuticulares (Fonseca et al. 2010).

Smith y colaboradores (1981) determinaron que la cuticula de los insectos esta
compuesta por un complejo de quitina-proteina, en donde no existen los espacios
suficientes para el paso de las estructuras hifales de los hongos entomopatégenos,
siendo necesario la produccién de enzimas proteoliticas y posteriormente de quitinasas
para la degradacion de ésta (Smith et al. 1981). Debido a lo anterior, la regulacién de la
producciéon de proteasas es compleja, siendo principalmente de tipo catabdlico (St Leger
et al. 1991). Esta regulacion se ha evidenciado con sustratos complejos como la cuticula
y algunas proteinas de alto peso molecular que estimulan la produccién de dichas
proteasas, mientras que fuentes de nitrégeno como aminodacidos y sales de amonio

actian como inhibidores (Villamizar & Cotes 2003).

1.4.3 Quitinasas

Los hongos entomopatdégenos producen varias quitinasas con una gran variedad de
funciones (St Leger et al. 1998). Algunas de éstas participan de forma coordinada con las

proteasas en la degradacion de la cuticula, la cual estd compuesta entre un 20% a un
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40% de quitina. La hidrolisis de dicha quitina esta mediada por diferentes enzimas como
las exo-(N-acetilglucosamidasa y quitobiasa) y las endo-quitinasas, las cuales son
inducidas por mondmeros solubles de quitina, glucosamina, N-acetilglucoamina y
guitobiosa, que estan presentes en pequefias cantidades en la cuticula del insecto
(Hegedus & Khachatourians 1995). Ademés de contribuir en el proceso de infeccion
inicial, las quitinasas participan en las ultimas etapas del ciclo de infeccion cuando el
hongo esporula sobre el cadaver del insecto y son utilizadas como un mecanismo de
defensa por parte del hongo entomopatdogeno para inhibir el desarrollo de
microorganismos competidores (Wattanalai et al. 2004).

St Leger et al. (1986) determinaron por primera vez la presencia de N-acetil-B-D-
glucosaminodasas y endoquitinasas en aislamientos de M. anisopliae, M. flavoride y B.
bassiana en medio de cultivo suplementado con cuticula de insecto (St Leger et al.
1986). Sin embargo, M. flavoride también produce 1,4-B-quitobiosas y las secuencias de
dichas enzimas presentan una alta homologia con quitinasas de Trichoderma harzianum
(Khachatourians & Qazi 2008). Asimismo, se han identificado y caracterizado quitinasas
de los hongos L. lecanii ( Lu et al. 2005), I. fumosorosea (Ali et al. 2010) y N.rileyi
(Wattanalai et al. 2004), las cuales tienen potencial de ser utilizadas para mejorar de la

virulencia de los hongos.

1.4.4 Otras enzimas

Una amplia variedad de enzimas diferentes a las descritas anteriormente han sido
identificadas en los hongos entomopatégenos, dentro de éstas se encuentran la fosfatasa
alcalina, la C4-esterasa, la leucina aminopeptidasa, la p-galactosidasa, la a-glucosidasa,
las amilasas, la B-glucosamidasa, la a-fucosidasa, entre otras. Sin embargo, la
contribucién de estas enzimas en el proceso de infeccibon no se ha establecido

claramente (Khachatourians & Qazi 2008).
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1.5 Factores abioticos de estrés

Los conidios expuestos a factores de estrés desarrollan tolerancia, no solo al factor
evaluado sino a otras condiciones diferentes de estrés. Este fendbmeno conocido como
“proteccién cruzada”, sugiere la existencia de un mecanismo integrado de respuesta
como el evidenciado en los microorganismos expuestos a estrés por temperatura y
actividad de agua, que han demostrado ser mas resistentes a la luz ultravioleta tipo UV-B
y mas virulentos (Rangel et al. 2008).

Teniendo en cuenta el potencial de la manipulacién fisioldgica en el control bioldgico, a
continuaciéon se describen los principales factores abidticos que son utilizados para

realizar dicha manipulacién.

1.5.1 Temperatura

Una de las principales limitantes para el éxito de los hongos entomopatégenos en
condiciones de campo es la fluctuacién de la temperatura ambiental, ya que ésta puede
afectar negativamente la viabilidad del microorganismo y por lo tanto su eficacia (de
Crecy et al. 2009).

La exposicion a temperaturas superiores o inferiores a las establecidas como Optimas
para el crecimiento del microorganismo, induce varios mecanismos de termotolerancia,
los cuales pueden ser fisicos o bioquimicos (Magan 2007). En primer lugar se sintetizan
las proteinas de estrés térmico conocidas por su siglas en inglés como HSPs (heat shock
proteins), seguido de la produccion de trehalosa, mantenimiento del pH intracelular por
medio de las ATPasas membranales, disminucién de la actividad de agua y la

detoxificacion de especies reactivas de oxigeno (Tereshina 2005).

En el caso de los hongos entomopatégenos, el mecanismo mas utilizado en condiciones
de estrés de temperatura es la produccion de proteinas de estrés térmico HSPs (Ying &
Feng 2004), las cuales han sido ampliamente estudiadas en Saccharomyces cerevisiae,

Neurospora crassa, Aspergillus nidulas, Achlya ambisexualis y Schizophillum commune
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(Morozova et al. 2001). La mayoria de estas proteinas de estrés son proteinas esenciales
gue se sintetizan en condiciones 6ptimas de crecimiento y son de caracter hidrofébico
(Ying & Feng 2004). La funcion principal de estas proteinas es de chaperonas en los
procesos de replicacion del ADN y entre las HSPs mas importantes se encuentran la

ubiquitina, la tirosina y algunos glicoproteinas (Tereshina 2005).

Ademas, Rangel et al. (2008) evaluaron la termotolerancia de cepas de M. anisopliae
evidenciaron que el nivel de trehalosa aumentd cuando los conidios fueron expuestos a
45°C durante 3 horas, y disminuyd rapidamente cuando los conidios volvieron a la
temperatura Optima de crecimiento. Resultado similar obtuvieron (Neves et al. 1991) al
exponer conidios de N. crassa a las mismas condiciones. Lo anterior posiblemente se
debe a que la trehalosa es utilizada como fuente de carbono durante el crecimiento
micelial y la rapida degradacion después del choque térmico se relaciona con su
interferencia en los procesos de desnaturalizacion de proteinas. Sin embargo, la cantidad
de trehalosa presente cuando los conidios son expuestos a altas temperaturas no es
significativa, por lo que en la mayoria de los casos el mecanismo involucrado es de las

proteinas de estrés térmico (Rangel et al. 2005).

1.5.2 Radiacion Ultravioleta

La persistencia de los conidios de los hongos entomopatdgenos en campo, es afectada
principalmente por la radiacién ultravioleta proveniente del sol (Smits & Sinoquet 2004).
La radiacion solar de acuerdo con su longitud de onda, se ha clasificado en tres tipos, de
100 a 280 nm se denomina UVC, de 280 a 320 nm correspondiente a UVB y UVA desde
320 a 400 nm, siendo estas dos Ultimas capaces de atravesar la atmdésfera terrestre y de
ocasionar efectos negativos sobre los microorganismos. La radiacion UVC es absorbida
por parte de las moléculas de ozono y oxigeno molecular presentes en la estratosfera
(Ribera & Paradelo 1997).

Los dafios que produce la radiacion ultravioleta se centran en la formacion de

fotoproductos generalmente a nivel del ADN, donde se forman dimeros de bases
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pirimidinicas adyacentes sobre la misma cadena de ADN (Nicholson et al. 2005).
También pueden producir peroxidaciones lipidicas al reaccionar con los acidos grasos de
los fosfolipidos, lo cual afecta la fluidez de la membrana celular (Grijalba & Villamizar
2009). Ademas de los dafios a nivel del ADN, la radiacion UV puede causar estrés
oxidativo generando retraso en el crecimiento, mutaciones o muerte celular de los
hongos (Braga et al. 2001, 2002; Rangel et al. 2011) .

La influencia e interaccion de la radiacion ultravioleta y los hongos entomopatdégenos ha
sido ampliamente descrita. Por ejemplo, Tobar et al. (1996) al evaluar la tolerancia de
varias cepas de B. bassiana a la luz UV, seleccionaron el aislamiento Bb9218 que fue
tolerante durante 10, 30 y 60 minutos y presentd una alta virulencia contra
Hypothenemus hampei. En el caso de M. anisoplie, Moore et al. (1996) establecieron que
los conidios expuestos a la radiacion solar disminuyeron su viabilidad a la mitad después
de dos horas de exposicién. En general, la exposiciéon a la luz ultravioleta por cerca de
dos horas disminuye la germinacion y la viabilidad y por lo tanto la eficacia en
condiciones de campo de los hongos entomopatégenos. Sin embargo, Cagan & Svercel,
(2001) argumentan que la tolerancia de los hongos a la luz ultravioleta se relaciona con
los diferentes lugares de aislamiento de las cepas y esta asociado también a las
caracteristicas morfolégicas de las colonias, ya que algunas secretan pigmentos de
absorcion (Saxene et al. 2002) o tienen mecanismos enzimaticos de reparacion de los
dafos en el ADN (Rangel et al. 2005).

Sin embargo, la implementacion de protectores solares en la formulacion de
microorganismos es una alternativa para proteger al microorganismo de las condiciones
adversas del medio ambiente y de asegurar su viabilidad en condiciones de campo. Por
ejemplo, Grijalba et al. (2009) evaluaron la estabilidad de conidios formulados y sin
formular de Isaria sp. y de Beauveria bassiana expuestos a la luz solar durante seis
horas. En este trabajo se evidencié una mayor pérdida en la capacidad de germinacion
de los conidios sin formular en comparaciéon con los formulados, confirmando la
importancia del desarrollo de formulaciones que incluyan antioxidantes, filtros y pantallas
solares. Pero la posibilidad de aumentar la tolerancia de los hongos entomopatdégenos a
la luz UV por medio de condiciones de estrés o acumulacion de polioles, aunque es una

herramienta viable y econdémica, es un tema muy poco estudiado (Magan 2007).






2.0Dbjetivos

2.1 Objetivo general

Potenciar ecofisiolégicamente los conidios de Nomuraea rileyi Nm006 mediante el uso de

factores abioticos de estrés.

2.2 Objetivos especificos

Seleccionar condiciones abibticas de estrés que mejoren la esporulacién, la viabilidad, la

actividad enzimatica y la actividad insecticida de los conidios de N. rileyi NmO0O06.

Determinar el efecto de la interaccién entre las condiciones abi6ticas de estrés

seleccionadas sobre el desempefio ecofisioldgico de los conidios de N. rileyi NmOO6.



22 Potenciacién ecofisiolégica de conidios de Nomuraea rileyi mediante el uso de

factores abioticos de estrés

3.Materiales y métodos

3.1 Microorganismo

El hongo entomopatégeno Nomuraea rileyi cepa Nm006 (previamente aislado a partir de
larvas de Spodoptera frugiperda infectadas naturalmente en un cultivo de maiz en Puerto
Gaitan, Meta, Colombia) fue suministrado por el Banco de Germoplasma de
Microorganismos con Interés en Control Bioldgico de CORPOICA. Esta cepa fue
seleccionada en trabajos previos por causar en condiciones de laboratorio, una

mortalidad del 95% sobre larvas de S. frugiperda (Bosa et al. 2004).

La cepa de N. rileyi se reactivd en medio Agar Extracto de Malta mas Extracto de
Levadura (Agar YM) y se incubd a 25°C durante 8 dias; posteriormente se crioconservo
en viales con glicerol al 10% Yy peptona al 0,1% y se almacené a -70 °C conformando de

esta manera la coleccién de trabajo.

3.2 Seleccion de condiciones abidticas de estrés que mejoren la
esporulacion, la viabilidad, la actividad enzimatica y la
actividad insecticida de los conidios de N. rileyi Nm006

La seleccién de condiciones abidticas de estrés se realiz6 mediante la evaluacion
individual de cada factor de estrés (temperatura y Luz UVB) durante el proceso de

produccion masiva del hongo N. rileyi Nm006 (Daniel 1994).
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3.2.1 Efecto de la temperatura (choque térmico)

La produccion masiva de N. rileyi Nm006 se realiz6 en bolsas de polietileno de alta
densidad, a las cuales se les agrego el sustrato de produccién masiva a base de granos
de una leguminosa y agua, utilizando las proporciones estandarizadas por Arriero (2001)
con algunas modificaciones. Posteriormente, las bolsas con el sustrato se esterilizaron en

autoclave durante 20 minutos a 15 libras de presion y 120°C.

Cada bolsa con el medio de produccién esterilizado se inocul6 con 60 mL de una
suspension de conidios de N. rileyi Nm006 ajustada a una concentracién de 1,0 x 10°
conidios/mL y posteriormente se dispensé en bandejas de aluminio (21 cm x 4 cm x 5,5
cm). Las bandejas con el sustrato inoculado se incubaron a 25°C durante siete dias.
Transcurrido dicho tiempo, éstas se sometieron a choques térmicos cortos evaluando las
siguientes temperaturas 5+ 2 °C, 15+ 2 °C, 30+ 2 °C, y 45 £ 2 °C durante 1 hora, para
un total de 4 tratamientos. La incubacién siempre se realiz6 en condiciones de luz

constante.

Una vez realizado el choque térmico, las bandejas con el medio de producciéon masiva
inoculado se incubaron nuevamente otros 7 dias a 25 °C. Pasado este tiempo, se
determiné el rendimiento mediante recuento en camara de Neubauer. Para lo anterior, se
pes6 1 gramo del sustrato esporulado, el cual se adicioné a 9 mL de una solucion de
Tween® 80 al 0,1% (v/v) y a partir de esta suspension se realizaron diluciones seriadas
hasta 107°. A partir de la dltima dilucién se realizé el recuento de conidios en microscopio
empleando una camara de Neubauer. Con el recuento obtenido y la dilucibn empleada se
calculd la concentracion expresando el resultado como conidios por gramo de sustrato
(conidios/g de sustrato) (Santos et al. 2012). Posteriormente, los conidios de cada
tratamiento se separaron por medio de tamizacion utilizando un tambor de tamices
(Marca Tyler®) y fueron caracterizados microbiolégica (numeral 3.3), enzimética (humeral

3.4) y biolégicamente (numeral 3.5).

El tratamiento control consisti6 en bandejas con el medio de produccién inoculado,

incubadas durante 14 dias a 25 + 2 °C en condiciones de luz constante, las cuales no se
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sometieron a ningun choque térmico. La unidad experimental correspondié a una bandeja
de aluminio y el disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones por

tratamiento.

3.2.2 Efecto de la luz ultravioleta Tipo B (choque de irradiacion
UVB)

Para este experimento se siguié la metodologia descrita en el numeral 4.2.1. y las
bandejas con el sustrato esterilizado fueron inoculadas e incubadas durante siete dias a
25 °C y luz constante. En el séptimo dia de incubacién éstas se irradiaron con una
lampara ultravioleta monocromética con una longitud de onda de 302 nm (tipo UVB)
ubicada a 20 cm de altura (4920 mw/cmz) durante 5, 10, 15, 30, 60 y 90 minutos.
Realizado lo anterior, las bandejas fueron nuevamente incubadas durante 7 dias a 25 °C
con luz constante. Pasado este tiempo se determiné el rendimiento mediante recuento en
camara de Neubauer (numeral 3.2.1) y posteriormente los conidios fueron separados
mediante tamizacién y caracterizados microbiologica (numeral 3.3), enzimatica (numeral

3.4) y biolégicamente (numeral 3.5).

Como tratamiento control se utilizaron bandejas no irradiadas con luz UV, incubadas
durante 14 dias a 25 + 2 °C en condiciones de luz fluorescente constante (39 watts). La
unidad experimental correspondié a una bandeja de aluminio y el disefio experimental fue

completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento.

3.3 Caracterizacion microbiolégica de los conidios de N. rileyi
NmO006

Los conidios de N. rileyi Nm006 obtenidos a partir de la producciéon masiva realizada en
diferentes condiciones de estrés (temperatura y Iluz UVB) se caracterizaron
microbioldgicamente mediante la determinacion de la viabilidad por medio de la técnica

de germinacion (%).
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3.3.1 Germinacion

Una muestra de 100 mg de conidios Nm006 se adicion6 a 9,9 mL de una solucion de
Tween® 80 al 0,1% (v/v) y a partir de esta suspensién se realizaron diluciones seriadas
hasta 10™. A partir de la ultima dilucién se sembraron100 uL en tres cajas de Petri con
Agar Extracto de Malta mas Extracto de Levadura (Agar YM) suplementado con benomil
al 0,00015%. Estas cajas se incubaron a 25 * 2 °C durante 48 horas, tiempo después del
cual se cuantific6 el numero de conidios germinados y no germinados mediante
observacion al microscopio de 10 campos épticos, por unidad experimental (Santos et al.
2012).

3.4 Caracterizacion enzimética de los conidios de N. rileyi
NmO006

Los conidios de N. rileyi Nm006 obtenidos de la produccion masiva realizada en
diferentes condiciones de estrés (temperatura, luz UVB) fueron caracterizados
enzimaticamente mediante la determinacion de la actividad N-acetilglucosaminidasa,

quimoelastasa proteasa (Pr1) y B-esterasa.

Para el extracto enzimatico se siguid la metodologia descrita por St Leger et al. (1986) y
modificada por Villamizar et al. (2001). Después de separar los conidios mediante la
tamizacion del sustrato esporulado, se pesaron 50 mg de éstos y se adicionaron a 1 mL
de una solucién de Tween® 80 al 1%. Esta mezcla se agit6 fuertemente durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, esta mezcla fue centrifugada a 4000 rpm durante

10 minutos y el sobrenadante obtenido fue utilizado para la cuantificacién enzimatica.

3.4.1 Actividad N-acetilglucosaminidasa

Para la determinacion de N-acetilglucosaminidasa se utilizd la metodologia descrita por
Villamizar et al. (2001) con algunas modificaciones. La curva patron de p-nitrofenol se

realizo utilizando concentraciones desde 0,1998 hasta 1,9984 mmol/mL de p-nitrofenol
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disuelto en buffer citrato pH 5. Esta se realizé con 10 replicas por concentracion y los
datos se sometieron a un analisis de regresion lineal utilizando el programa Statistix

version 7.0 (Analitycal Software, Florida, USA).

Para la reaccion enzimatica, a 20 pL del extracto enzimético se le adicionaron 100 pL de
p-nitrofenil-N-acetilglusaminidasa (Sigma®) (1 mg/mL en buffer citrato 0,1M pH 5), esta
mezcla se incub6 durante 30 minutos a 35 + 2 °C. Finalizado este tiempo, se adicion6
150 puL de NaOH-glicina a pH 10,4 y se leyd la absorbancia en un espectrofotémetro
(Nanodrop® 1000) a 400 nm.

Una unidad de actividad N-acetilglucosaminidasa se defini6 como la cantidad de enzima
capaz de liberar 1 mmol de p-nitrofenol bajo las condiciones de la prueba (Villamizar et
al. 2001). Todas las cuantificaciones se realizaron por triplicado.

3.4.2 Actividad quimoelastasa proteasa (Prl)

Para la determinacion de la enzima quimoelastasa proteasa se utilizd la metodologia
descrita por Villamizar et al. (2001) con modificaciones. La curva patron de p-nitroanilina
se elaboré usando concentraciones desde 0,362 hasta 3,258 mmol/mL de p-nitroanilina
disuelta en dimetilsulféxido (DMSOQO) utilizando 10 réplicas por concentracion y los datos
se procesaron mediante una analisis de regresion lineal con el programa Statistix version
7.0 (Analitycal Software, Florida, USA).

Para la reaccién enzimética, a 20 pL del extracto enzimatico se le adicionaron 20 L de
succinil-ala-ala-propil-fenialanina-p-nitroanilida (Sigma®) disuelto en DMSO y 250 pL de
buffer Tris-HCI (2 mM, pH 8). Esta mezcla se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente y finalizado este tiempo se ley6 la absorbancia en un espectrofotometro
(Nanodrop® 1000) a 410 nm.

Una unidad de actividad quimoelastasa proteasa se defini6 como la cantidad de enzima

capaz de liberar 1 umol de p-nitroanilida bajo las condiciones de la prueba (Villamizar et
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al. 2001). Todas las cuantificaciones se realizaron por triplicado y los datos se
procesaron mediante una analisis de regresion lineal utilizando el programa Statistix

version 7.0 (Analitycal Software, Florida, USA).

3.4.3 Actividad B-esterasa

Para la determinacion de la enzima B-esterasa se utilizé la metodologia descrita por
Villamizar et al. (2001) con algunas modificaciones. Esta técnica se basa en la
determinacion de p-nitrofenol como producto de la reaccion, por lo que se emple6 se

utilizé la curva patron de dicho compuesto descrita en el numeral 3.4.1.

Para la reaccion enzimatica, a 20 pL del extracto enzimético se le adicionaron 100 pL de
p-nitrofenil-palmitato (Sigma®) (1 mg/mL en DMSO), esta mezcla se incubé durante 30
minutos a 35 + 2 °C. Finalizado este tiempo, se adicionaron 150 pL de NaOH-glicina a pH
10,4 y se leyo la absorbancia en un espectrofotometro (Nanodrop® 1000) a 400 nm.

Una unidad de actividad B-esterasa se defini6 como la cantidad de enzima capaz de
liberar 1 mmol de p-nitrofenol bajo las condiciones de la prueba (Villamizar et al. 2001).

Todas las cuantificaciones se realizaron por triplicado para cada muestra.

3.5 Caracterizacion biolégica de los conidios de N. rileyi Nm006

Antes de evaluar la actividad biolégica de los conidios de N. rileyi obtenidos a partir de la
producciéon masiva realizada bajo las diferentes condiciones de estrés, fue necesario
establecer las concentraciones letales de dicho aislamiento. Para lo anterior, se realizd

un bioensayo siguiendo la metodologia descrita por Espinel & Cotes (2008).

A partir de una caja de Petri esporulada de N. rileyi NmOO06 se prepard una suspension
madre en Tween 80® al 0,1% y se determiné la concentracibn mediante recuento en
camara de Neubauer. Posteriormente, se prepararon los tratamientos correspondientes a

las siguientes concentraciones: 1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 10° 1 x 10° 1 x 10’ conidios/mL.
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Para el montaje del bioensayo se utilizaron fragmentos de hojas de higuerilla (Ricinus
communis) de 5 cm x 5 cm, los cuales se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0,5%
durante cinco minutos y posteriormente se lavaron con agua estéril tres veces por el
mismo periodo de tiempo. Las hojas de higuerilla se colocaron en recipientes plasticos de
16 onzas, los cuales tenian en su interior un fragmento (5 cm x 5 cm) de papel

absorbente.

De cada tratamiento se asperjaron 500 pL por el haz y por el envés de la hoja, una vez
inoculada, se ubicé en un recipiente plastico y se colocé una larva de segundo instar (L2)
de S. frugiperda proveniente de la Unidad de Cria del Laboratorio de Control Bioldgico de
Corpoica. Los recipientes se incubaron a 24 + 2 °C y 50% de humedad relativa. Cada
tratamiento conté con tres repeticiones, cada una compuesta por 10 unidades
experimentales y la unidad experimental correspondié a un recipiente plastico con una
hoja de higuerilla y una larva neonata de S. frugiperda. Se conté con un testigo absoluto,
para el cual, las hojas no recibieron ningun tratamiento. Transcurrido 14 dias se
determiné la mortalidad. El disefio experimental fue completamente al azar y los
resultados de mortalidad fueron analizados mediante un analisis Probit utilizando el
programa Biostat® 2007. Una vez determinada la CLg, (concentracion letal 90), ésta fue
utilizada para evaluar la actividad biolégica de los conidios de N. rileyi obtenidos a partir

de la produccién masiva realizada bajo las diferentes condiciones de estrés.

3.5.1 Actividad biolégica

El montaje del bioensayo se realiz6 de la manera anteriormente descrita (numeral 3.5.).
Para la evaluacion biolégica de cada tratamiento, se preparé una suspension de conidios
ajustada a una concentracion de 1 x 10°conidios/mL con la cual se inocularon los

fragmentos de la hoja.

Cada tratamiento conté con tres repeticiones, cada una compuesta por 10 unidades
experimentales y la unidad experimental correspondié a un recipiente plastico con una

hoja de higuerilla y una larva neonata de S. frugiperda. Se cont6é con un testigo absoluto,
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para el cual, las hojas no recibieron ninguan tratamiento. La mortalidad fue determinada
pasados 14 dias y el resultado se corrigié con respecto al testigo utilizando la formula de

Schneider - Orelli para estimar el porcentaje de eficacia (Zar 1999):
Eficacia (%) = =B 1100
* = 1100 — B)

donde, A corresponde a la mortalidad en el tratamiento y B corresponde a la mortalidad

en el testigo.

La normalidad y la homocedasticidad de los resultados fueron determinadas mediante las
pruebas de Shapiro Wilks (95%) y Bartlett (95%), respectivamente. Una vez demostrados
estos principios, se procedié a realizar un analisis de varianza ANOVA y una prueba de
comparacion de medias de Tukey (95%) utilizando el programa Statistix versiéon 7.0
(Analitycal Software, Florida, USA).

3.6 Efecto de la interaccion de las condiciones abidticas de
estrés sobre el desempefio ecofisioldégico de N. rileyi Nm006

A partir de la evaluacion individual de los factores abiéticos de estrés se seleccionaron
aquellos que tuvieron un efecto positivo sobre las caracteristicas ecofisiolégicas del
microorganismo y se procedié a estudiar la interaccién entre los mismos utilizando un

disefio tipo factorial multinivel (Kuehl 2001), con tres niveles por factor.

Los tratamientos se definieron a partir de un punto central o punto cero, que correspondio
al tratamiento que produjo la mejor respuesta en los ensayos previos (numeral 3.2.). Las
variables respuesta fueron la viabilidad expresada como germinacion (%) (numeral
3.3.1.), el rendimiento (numeral 3.2.1.), la actividad enzimatica (numeral 3.4.) y la
actividad biocontroladora (numeral 3.5.). Cada tratamiento se evalu6 por triplicado y para

determinar las relaciones entre los factores y las variables evaluadas se realizé un
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analisis de superficies de respuesta y se generé un modelo de prediccién con el

programa Statgraphics® versién Centurion XVI (StatPoint Technologies, Virginia, USA)

Posteriormente se validaron los valores éptimos del modelo realizando la produccion
masiva de N. rileyi NmO006 (numeral 3.2) aplicando las condiciones de estrés
seleccionadas y los conidios obtenidos fueron caracterizados siguiendo las metodologias

anteriormente descritas.

3.6.1 Elaboracion del bioplaguicida a base de N. rileyi Nm006

La biomasa producida utilizando las condiciones éptimas del modelo fue utilizada para la
elaboracion del bioplaguicida formulado como concentrado emulsionable (EC). Los
conidios se mezclaron con los excipientes de formulacion que incluyeron un protector de
luz UV y un vehiculo oleoso en proporciones previamente establecidas. El bioplaguicida
fue caracterizado microbioldgica (numeral 3.3) y biolégicamente (numeral 3.5) y se
realizo un estudio de estabilidad en condiciones de almacenamiento. Como tratamientos
control se utilizé conidios sin formular y el bioplaguicida a base de conidios de N. rileyi
NmO0O06 producidos utilizando las condiciones estandarizadas previamente al desarrollo

del presente trabajo.

3.6.2 Estudio de estabilidad bajo condiciones de
almacenamiento

Muestras de los conidios sin formular y del bioplaguicida a base de N. rileyi Nm006
fueron dispensadas en viales plasticos estériles de 2,5 mL de capacidad, los cuales se
sellaron con una pelicula de Parafilm®. Los viales se almacenaron a 8 £ 2°C, 18 + 2°Cy
28 + 2° durante tres meses Yy las evaluaciones se realizaron cada mes, determinando el
porcentaje de germinacion de los conidios, siguiendo la metodologia previamente
descrita (numeral 3.3.1). La actividad insecticida se determiné antes y después de los
tres meses de almacenamiento, utilizando la metodologia del bioensayo previamente
descrita en el numeral 3.5.1. El disefio del estudio fue completamente al azar con
medidas repetidas en el tiempo y un arreglo factorial. Para cada analisis se emplearon 3

unidades experimentales por tratamiento.



Materiales y Métodos 31

La normalidad y la homocedasticidad de los resultados se determinaron mediante las
pruebas de Shapiro Wilks (95%) y Bartlett (95%), respectivamente. Una vez demostrados
estos principios, se procedié a realizar un analisis de varianza ANOVA y una prueba de
comparacion de medias de Tukey (95%) utilizando el programa Statistix version 7.0

(Analitycal Software, Florida, USA).






4.Resultados y discusion

4.1 Efecto de choques térmicos sobre el rendimiento, la
germinaciéon, la actividad enzimatica y bioldgica de
Nomuraea rileyi Nm006

4.1.1 Rendimiento

La implementacion de choques térmicos durante la fermentacién de N. rileyi (Nm006) no
inhibi6 el crecimiento del microorganismo, el cual presenté una esporulacion homogénea
y un crecimiento masivo sobre el sustrato. El efecto de los diferentes choques térmicos
sobre la esporulacién de N. rileyi (Nm006) se evalué mediante el recuento de conidios/g
de sustrato hiumedo resultados que se presentan en la Tabla 1. El tratamiento control (sin
choque térmico) presenté un rendimiento de 1,48 x 10° conidios/g de sustrato himedo,
valor que no fue significativamente diferente (F= 0,08, gl=4, p=0,9861) de los obtenidos
con las bandejas expuestas a los diferentes choques térmicos (Tabla 4-1). Este resultado
indica que la exposicion de los sustratos colonizados por el hongo, a choques de
temperaturas entre 5°C y 45°C durante una hora al inicio de la esporulacién (7 dias de

incubacién) no tuvo un efecto en la conidiacion de N. rileyi.

Cabe destacar que la produccion de conidios obtenida con todos los tratamientos fue
superior a la reportada en otros trabajos como el de Thakre et al. (2011) con
rendimientos de 5,53 x 10" y de 4,20 x 10’ conidios/g utilizando como sustrato cereales
como el arroz y el sorgo respectivamente y Caro y colaboradores (2005) quienes en
sustratos como millo, soya y arroz obtuvieron rendimientos de 2,30 x 108, 4,50 x 10% y de

2,00 x 108 conidios/g respectivamente.
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Este alto rendimiento puede deberse a la leguminosa utilizada como sustrato en el
presente trabajo, la cual contiene una alta cantidad de nitrégeno de tipo orgéanico (25,5
%) (USDA 2012), que posiblemente favorecio el proceso de esporulacion ya que se ha
demostrado que N. rileyi requiere una fuente de nitrégeno organico para iniciar la
conidiacion (Osherov & May 2001; El-Sayed et al. 1992). Por ejemplo, Vimala-Devi y
colaboradores (2001) al evaluar diferente medios de produccion masiva para un
aislamiento nativo de N. rileyi demostraron que el proceso de esporulaciéon es éptimo,
solamente cuando en el medio de cultivo existe una fuente de nitrégeno de tipo organico
como el extracto de levadura o la peptona, alcanzando rendimientos superiores a 2,80 x
10° conidios/g. De igual manera, Rajan et al. (2009) al evaluar el efecto de fuentes de
nitrégeno de tipo organico e inorgénico en el crecimiento de N. rileyi, evidenciaron un
efecto significativo cuando el medio de cultivo contenia una fuente de nitrégeno de tipo
organico como peptona, extracto de carne o levadura, en comparacion con los medios de

cultivo con nitrégeno inorganico.

Tabla 4-1. Produccién de conidios del hongo N. rileyi (NmO0O06) crecido en sustrato sélido
y expuesto a diferentes choques de temperatura.

Tratamientos Rendimientos Desviacién
(conidios/g de sustrato) estandar
Control sin choque de 1,48 x 10° 0.14
temperatura

Choque a 5°C 1,64 x 10° 0,08

Choque a 15°C 1,73 x 10° 0,01

Choque a 35°C 1,70 x 10° 0,11

Choque a 45°C 1,65 x 10° 0,09

En la actualidad, dentro de las estrategias mas utilizadas para aumentar la eficiencia de
los sistemas de fermentacién, se encuentra el uso de sustratos como residuos
agroindustriales y la manipulacion de las condiciones ambientales (Eibes et al. 2009).
Dentro de la manipulacion de las condiciones ambientales, un método que se puede

utilizar para mejorar la productividad y rendimiento de algunos bioprocesos es la
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modificacion de la temperatura durante un corto tiempo “choque térmico” o “shift strategy”
(Zheng et al. 2001). Sin embargo, este método de optimizacion en la produccién masiva
de hongos entomopatdégenos ha sido poco estudiado e implementado (Magan 2007). En
el caso de otros hongos con interés biotecnoldgico, esta estrategia ha sido ampliamente
descrita, por ejemplo Al-Naama y colaboradores (2009) evidenciaron que la exposicion
del hongo Baudoinia compniacensis a 45°C durante 90 minutos indujo el crecimiento
micelial y la produccion de trehalosa, compuesto que estabiliza las membranas celulares
y protege la integridad enzimatica del microorganismo (Tereshina 2005). De igual
manera, Peng et al. (2010) desarrollaron una estrategia durante la fermentacion de
Mortierella alpina que incluye el estrés térmico para la produccion de acido araquidénico
(ARA). Los autores controlaron la temperatura a 25°C durante 108 horas, transcurrido
este tiempo disminuyeron la temperatura a 20°C durante otras 108 horas, cambio que

ocasiond un aumenté en la concentracion de ARA en un 26,1%.

Teniendo en cuenta los resultados descritos en la tabla 1, la estrategia de choque térmico
implementada en el presente trabajo no tuvo ningin efecto sobre el rendimiento de la
fermentacion de N. rileyi. Sin embargo, es posible que al modificar el tiempo de
exposicion se logre evidenciar una respuesta positiva por lo que se sugiere para futuros

trabajos aumentar el tiempo de los choques de temperatura.

4.1.2 Germinacion

La viabilidad expresada como porcentaje de germinacion de los conidios obtenidos de los
diferentes choques térmicos se describe en la tabla 4-2. Los conidios de la fermentacion
realizada sin la implementacion de choques térmicos (tratamiento control) presentaron
una germinaciéon del 90,41% a las 48 horas de incubacion. Cuando se realizaron los
choques térmicos a 5°C y 45°C, los conidios presentaron germinaciones del 83,07% y
86,59% respectivamente, valores que no fueron significativamente diferentes del
obtenido con el control (Tabla 4-2). En contraste con estos resultados, los conidios
obtenidos después de los choques térmicos a 15°C y 35°C presentaron germinaciones
significativamente inferiores (F=12, gl=4, p=0,0008) a la del tratamiento control (sin
choque térmico). Este resultado sugiere que los choques de temperaturas superiores en

un rango de 20°C por encima o por debajo de la temperatura éptima (25 + 2°C) no
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tuvieron ningun un efecto sobre la capacidad de germinar de los conidios de N. rileyi,
mientras que la exposicion a temperaturas cercanas a la Optima disminuyeron la

viabilidad del microorganismo.

Tabla 4-2. Germinacién de los conidios del hongo N. rileyi crecido en sustrato sélido y
expuesto a diferentes choques térmicos.

Tratamientos Germinacion (%) DeS\{laC|on
estandar
Control sin choque de 90.41*a 0,80
temperatura

Choque a 5°C 83,07 ab 4,82

Choque a 15°C 75,40 bc 3,02

Choque a 35°C 72,80 c 2,67

Choque a 45°C 86,59 a 3,06

*Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas seguin prueba de Tukey
(95%).

Este comportamiento indica que la exposicion a temperaturas cercanas a la 6ptima de
crecimiento (25°C) durante un corto tiempo (1 hora) no indujeron los sistemas de
adaptacion térmica en N. rileyi y por el contrario retardaron el proceso de germinacion.
Comportamientos similares se han evidenciado para diferentes microorganismos como
Saccharomyces cerevisiae (Amillastre et al. 2012), B. bassiana (Liu et al. 2009), Candida
utilis (Wei et al. 2003) y P. farinosus (Hallsworth & Magan 1996), en donde la exposicion
a temperaturas cercanas a la 6ptima durante un corto tiempo generaron una disminucién
en la viabilidad. Por ejemplo, para la levadura C. utilis a la temperatura Optima de
desarrollo (24°C) la velocidad maxima de crecimiento (u) fue de 1,7 mg/g.h, mientras que
al realizar un aumento en dos grados (26°C) durante 8 horas, esta velocidad de
crecimiento disminuyé a 1,5 mg/g.h. Por el contrario, cuando se realiz6 un aumento a
30°C durante el mismo tiempo de exposicion (8 horas), la velocidad maxima de
crecimiento (M) fue de 1,9 mg/g.h. Los autores concluyeron que la exposicion a

temperaturas 5°C por encima de la optima de crecimiento, indujo sistemas de proteccién
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térmica, mientras que la temperatura cercana a la 6ptima retardo el desarrollo del

microorganismo en la fase de crecimiento exponencial (Wei et al. 2003).

La reduccién en la germinacion de los conidios obtenidos después de los choques a
15°C y 35°C también podria estar relacionada con un efecto deletéreo del cambio de
temperatura sobre alguno de los procesos vitales de la célula. Por ejemplo, Gocheva y
colaboradores (2009) evidenciaron una reduccién significativa en el crecimiento micelial
de Penicillium sp. debido a un choque térmico a 6°C durante 40 minutos en el proceso
de fermentacién a 15°C. Los autores sugirieron que el cambio de temperatura causé un
efecto oxidativo en las proteinas de la membrana, lo que disminuyé significativamente la
viabilidad de los conidios, ademas se evidencié que el tiempo de exposicibn no fue

suficiente para activar los sistemas de adaptacion térmica.

Rangel et al. (2005) sugiere que la induccion de los sistemas de proteccion térmica en las
células fungicas depende de la termotolerancia de cada microorganismo, pero en general
estos se expresan cuando existen cambios en la temperatura superiores a 15°C en

comparacion con la temperatura éptima de crecimiento (Tereshina 2005).

Dentro de los principales sistemas de adaptacién térmica que ocurren en una célula
expuesta a un choque térmico se encuentran: la sintesis de proteinas de choque térmico
(HSP) Heat Shock Protein por sus siglas en inglés, la sintesis de trehalosa, el
mantenimiento del pH intracelular por medio de la actividad ATPasa de la membrana
celular, la disminucion del a,, la redistribucion de los compartimentos en el citosol y la
detoxificacion de especies reactivas de oxigeno (Rangel 2011; Tereshina 2005; Feofilova
et al. 2000). Sin embargo, el principal mecanismo de proteccion térmica son las proteinas
de estrés térmico (HSP), cuya expresion se da por el aumento en rangos superiores a
15°C a la temperatura 6ptima de crecimiento (Tereshina 2005). En el caso especifico de
N. rileyi, Qin y colaboradores (2009) identificaron la proteina de estrés térmico 70
(Hsp70) en una cepa aislada en un cadaver del gusano de seda (Bombyx mori). En este
sentido, es posible que la alta viabilidad que presentaron en este trabajo los conidios de
N. rileyi NmO006, (germinacion del 86,65%) cuando se expuso el hongo a un choque

térmico de 45°C se deba a la rapida induccién de HSP, activadas por el cambio drastico
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en la temperatura, considerando que los genes que codifican estas proteinas se

encuentran dentro de los mas conservados (Rangel 2011).

Otro mecanismo de proteccion térmica que posiblemente tiene N. rileyi (NmOO06) es la
produccion de solutos compatibles como el glicerol, la trehalosa y el manitol. La funcion
de estos solutos es la estabilizacion de la membrana celular evitando la desnaturalizacion
de proteinas y también como una fuente de carbono de tipo enddégeno (Petzold et al.
2006). Por ejemplo, para los hongos entomopatégenos B. bassiana y P. farinosus,
Hallsworth y Magan (1996) evidenciaron que la exposicibn de los conidios a una
temperatura de 5°C aument6 el contenido de polioles en comparacion con los conidios no
expuestos. De igual forma, Liu et al. (2009) evaluaron el contenido de trehalosa y manitol
en los conidios de B. bassiana expuestos entre una y seis horas a las temperaturas de
35, 37 y 40°C, encontrando un aumento de la trehalosa a medida que aumenté la
temperatura y el tiempo de exposicién y una disminucién a medida que se acercaron a la
temperatura 6ptima de crecimiento (25°C), comportamiento que sugirié un rol importante

de este soluto compatible en la termotolerancia del hongo.

Teniendo en cuenta que cuando N. rileyi (NmO06) se expuso a los choques de
temperaturas mas extremas (5°C y 45°C) no se evidencié una disminucién significativa
en la germinacion, es posible sugerir que el aislamiento de Nm006 cuenta con alguno de
los mecanismos de estrés térmico descritos anteriormente, lo que evité el dafio en la

integridad celular y por lo tanto mantuvo la viabilidad de los conidios.

4.1.3 Actividad enzimatica

Los hongos entomopatégenos como N. rileyi, durante el proceso de infeccion producen
enzimas como quitinasas, lipasas y proteasas que son claves e indispensables en el
proceso de penetracion a través de la cuticula del insecto (Pedrini et al. 2007). Con el fin
de evaluar el efecto de los choques de estrés sobre la produccién de dichas enzimas se

determind la actividad N-acetilglucosaminidasa, la actividad B-esterasa y la actividad
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guimoelastasa proteasa (Prl) de los conidios de Nm006 producidos bajos los diferentes

choques de estrés térmico.

La actividad quimoelastasa proteasa (Prl) no se detecté en ningln extracto enzimatico
de los conidios de N.rileyi Nm006 producidos bajo los diferentes choques térmicos ni en
el tratamiento control. Lo anterior posiblemente se debe a que la expresion de dicha
enzima es inducida por el sustrato, siendo el mejor inductor la cuticula de insectos
(Samuels & Paterson 1995; Small & Bidochka 2005). De igual manera, la expresion de
los genes involucrados en la sintesis de Prl estan regulados por la relacién de C/N del
medio de cultivo, comportamiento descrito ampliamente para M. anisopliae y B. bassiana
(St Leger et al. 1998; de Moraes et al. 2003; Safavi et al. 2007). Por ejemplo, de Moraes
y colaboradores (2003) determinaron la produccién de proteasas por parte de M.
anisopliaea en medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono, encontrando que la
actividad quimoelasta Prl y la actividad tripsina (Pr2), fueron mayores cuando el
microorganismo se produjo en los medios que tenian como fuente de carbono solamente
guitina o cuticula de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888). Teniendo en cuenta lo
anterior, es posible que el medio de cultivo utilizado en el presente estudio no favorezca

la expresion de esta enzima durante el proceso de fermentacion.

Un resultado similar fue evidenciado por Fonseca et al. (2010), quienes al evaluar la
actividad Prl de un extracto enzimatico de conidios de N. rileyi producidos en un medio
basal, no detectaron dicha enzima. Sin embargo, cuando evaluaron el extracto
enzimatico de conidios producidos en un medio con presencia de la cuticula de A.
gemmatalis, la actividad enzimatica fue de 4,742 UE (umoles de p-nitrofenol.mL/min). En
otro estudio, El-Sayed y colaboradores (1993) evidenciaron que N. rileyi produce la
enzima Prl una vez el conidio entra en contacto con la cuticula del insecto, en tiempos
inferiores a 10 minutos de contacto. Sin embargo, el nivel de expresién de dicha enzima
depende del sustrato cuticular y de los inhibidores enzimaticos como fenoles y melaninas

presentes en cada especie.

El efecto de la represion catabdlica por la relacion carbono-nitrégeno en la produccién de

la proteasa Prl ha sido también ampliamente estudiado. Tal es el caso de Wu et al.



40 Potenciacién ecofisiolégica de conidios de Nomuraea rileyi mediante factores

abiodticos de estrés

(2010), quienes evaluaron el efecto de la relacion C/N sobre la produccién de Prl en tres
aislamientos de M. anisopliae, encontrando que la mayor expresién de dicha enzima fue
en el medio de cultivo con una baja relacién C/N (1% de quitina, 2% de peptona y 0,2%
de extracto de levadura). En otro trabajo, Ali y colaboradores (2011) evaluaron la
actividad proteolitica de I. fumosoroseus en medios de cultivo con fuentes de carbono
como glucosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc), quitina de tipo sintética y la cuticula de P.
xylostella. Los autores evidenciaron que la actividad Prl fue menor en los conidios que
provenian de medios de cultivo con solo fuentes de carbono sencillas como glucosa y
GIcNAc, mientras que aquellos producidos en medios que contenian al menos quitina o
la cuticula del insecto, presentaron una actividad Pr1 mayor.

Resultados similares a los evidenciado en el presente estudio han sido descritos para
otros hongos entomopatégenos como L. lecanii, B. bassiana, M. anisopliae e |.
fumosorosea (Charnley & St Leger 1991; Yang et al. 2005; Samuels & Paterson 1995;
Sheng et al. 2006).

Para las otras dos enzimas evaluadas, B-esterasa y N-acetilglucosaminidasa, los

resultados se presentan en la tabla 4-3.

Tabla 4-3. Actividad N-acetilglucosaminidasa y B- esterasa de los conidios del hongo N.
rileyi NmOO6 producidos en fermentaciones sélidas y expuestos a choques de
temperatura. Unidad Enzimatica UE (mmoles de p-nitrofenol liberados por minuto por
mililitro a 35°C).

_ Tratamiento Choques térmicos
Enzima
Control 5C  15°C  35°C  45°C
B-esterasa (UE) 0,26 *c 0,75a 052b 0,68ab 0,73 ab
N-acetilglucosaminidasa (UE) 7,58 * ab 858a 594b 7,16ab 6,91 ab

*Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun prueba de
Tukey (95%). El analisis se realiz6 independientemente para cada enzima.

La actividad B-esterasa de los conidios no expuestos (tratamiento control) fue de 0,26

UE, valor significativamente inferior (F=9,54, gl=4, p=0,0001) a la actividad B-esterasa
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obtenida con los conidios expuestos a todos los choques térmicos. Este resultado sugiere
gue todos los choques térmicos evaluados indujeron la produccion y acumulacién

intracelular de dicha enzima.

En general, todos los conidios obtenidos después de someter los sustratos colonizados
por el hongo a diferentes choques térmicos presentaron una actividad lipolitica superior a
la de los conidios no expuestos a ningun choque, comportamiento que sugiere que el
nivel basal de esta enzima aument6 debido a la condicién de estrés utilizada durante el
proceso de fermentacion. Esta alta produccion y acumulacién de esterasas es importante
en el proceso de infeccion, ya que dicha enzima es la responsable de degradar los
ésteres grasos gque son constituyentes importantes de la epicuticula, o primera capa de la
cuticula del insecto (Pedrini et al. 2007), siendo éste el primer paso enzimatico en el
proceso de infeccién y penetracion del hongo entomopatégeno sobre el insecto plaga
(Villamizar & Cotes 2003; Ali et al. 2009a).

La mayor acumulacién o produccion de dicha enzima en los conidios obtenidos después
de los choques térmicos posiblemente se debe a que la produccion de (-esterasa es
influenciada por la relacién carbono — nitrégeno del medio de cultivo y por condiciones
abidticas como el pH, la temperatura de crecimiento y la concentracién de oxigeno
disuelto (Sharma et al. 2001). Este efecto de la temperatura fue evidenciado para el
hongo entomopatdgeno |. fumosorosea, para el cual se establecié que la temperatura
Optima para la produccion de lipasas es 32°C (Ali et al. 2009a), resultados similares a los
descritos para M. anisopliae por Beys Silva et al. (2005). De igual forma, se ha
evidenciado que una alta actividad lipolitica esta relacionada con la induccion o represiéon
catabdlica especialmente de la fuente de carbono y nitrégeno, comportamiento descrito

ampliamente para M. anisopliae (St Leger et al. 1986; Beys Silva et al. 2010).

El nivel basal de la enzima B-esterasa en los conidios de N. rileyi (tratamiento control) fue
similar al reportado por Beys Silva y colaboradores (2010) para los conidios de M.
anisopliae antes de iniciar el proceso de infecciobn en R. microplus. Estos autores
demostraron que la actividad lipolitica se incrementa a medida que aumenta el tiempo de

infeccion sobre el insecto plaga, siendo indispensable una cantidad basal para el inicio de
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dicho proceso. Estas enzimas pueden estar en la superficie y en el interior de los
conidios debido a que son utilizadas en los procesos de diferenciacion celular, por

ejemplo en el ensamble de la membrana celular (Beys Silva et al. 2009).

Las lipasas son enzimas que se encuentran en una concentracion basal en los conidios
de diferentes hongos entomopatdgenos (Hegedus & Khachatourian 1988; Charnley & St
Leger 1991; Sharma et al. 2001; Supakdamrongkul et al. 2010b) y su mayor expresion
esta relacionada con una mayor actividad insecticida (Supakdamrongkul et al. 2010a),
por lo que es posible que los conidios sometidos a los choques térmicos presenten mayor

patogenicidad o virulencia.

La presencia de lipasas extracelulares en el hongo N. rileyi ha sido reportada en algunos
trabajos como el de Supakdamrongkul y colaboradores (2010a) quienes ademas
demostraron que la temperatura Optima para la actividad lipolitica es de 35°C y también
evidenciaron al inocular los insectos con los conidios, un aumento en la mortalidad de S.

litura (2,7 veces superior) utilizando los conidios mezclados con la enzima purificada.

Para la actividad N-acetilglucosaminidasa (quitinasas), los conidios sin exposicién a
choques térmicos (tratamiento control) presentaron una actividad enzimatica de 7,58 UE,
valor que no fue significativamente diferente a las actividades enzimaticas de los conidios
obtenidos bajos los diferentes choques térmicos (Tabla 4-3) (F=2,65, gl=4, p= 0,0571).
Teniendo en cuenta este resultado se puede concluir que la exposicién a los choques

térmicos no tuvo ningun efecto sobre la produccion de esta enzima.

Las quitinasas son de gran importancia en el proceso de infeccién ya que degradan la
quitina, principal constituyente de la procuticula del insecto (de Moraes et al. 2003;
Merzendorfer & Zimoch 2003). Ademds, la enzima N-acetilgluosaminidasa ha sido
descrita como uno de los principales factores de virulencia de los hongos
entomopatdgenos (Khachatourians & Qazi 2008). La produccion de quitinasas esta
regulada por una represion de tipo catabolica, especialmente por la fuente de carbono,

por ejemplo para M. anisopliae la concentracion de esta enzima aumenta en medios de
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cultivos suplementados con cuticula de insectos (St Leger et al. 1986; Villamizar et al.
2001; de Moraes et al. 2003), pero disminuye en medios ricos en azlcares reductores
(Villamizar et al. 2001). Para |. fumosorosea se evidencié el mismo comportamiento, ya
gue la actividad N-acetilglucosminidasa se redujo al utilizar como Unica fuente de
carbono glucosa, en comparacién a la combinacién de glucosa con glucosamina
(GlcNAC) (Ali et al. 2010).

De acuerdo a St Leger et al. (1986), una alta produccion de la enzima N-
acetilglucosaminidasa en hongos entomopatbégenos puede estar relacionada con los
requerimientos fisiolégicos del microorganismo, ya que éstas participan en procesos
como la ramificacién micelial y la conidiogénesis, por lo que su nivel basal en las células
fungicas es alto (Seidl 2008; Duo-Chuan 2006). También se ha evidenciado que
aislamientos de hongos entomopatdgenos que tengan una alta produccién de quitinasas
pueden presentar una alta actividad bioldgica, como lo reporté Fang et al. (2005) que al
clonar el gen gque codifica para estas enzimas, incrementé la virulencia de B. bassiana.
Sin embargo, la correlacién entre un aumento de esta actividad enzimatica con la

virulencia debe determinarse para cada hongo entomopatégeno (Bertholdo et al. 2003).

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos, los choques térmicos
implementados durante la fermentacion de N. rileyi potenciaron la actividad B-esterasa de
los conidios, lo que posiblemente beneficie la actividad biocontroladora del

microorganismo sobre S. frugiperda, resultado que se describe en el numeral 4.1.4.

4.1.4 Actividad bioldgica

Antes de determinar la actividad biol6gica de los conidios de N. rileyi producidos bajo los
diferentes choques térmicos, se determinaron las concentraciones letales de este
aislamiento, con el fin de utilizar la concentraciéon (dosis) adecuada del microorganismo
gue permitiera evidenciar el efecto de la implementacién de las condiciones de estrés

durante la produccion de los conidios.



44 Potenciacién ecofisiolégica de conidios de Nomuraea rileyi mediante factores

abiodticos de estrés

Se utiliz6 un modelo Probit para calcular la relacién dosis-mortalidad de N. rileyi sobre
larvas de segundo instar de S. frugiperda. El valor de p obtenido fue superior a 0,05
(Tabla 4), lo que permitié aceptar la hipétesis de que existe una correlacion lineal entre la
dosis y la mortalidad de las larvas. El bajo valor de Chi-Cuadrado (x?) sugiri6
homogeneidad entre los datos, lo que ademas indic6 que la distribucidon experimental se
ajusté a la tedrica (Zar 1999). La mortalidad de las larvas fue afectada por la
concentracion de N. rileyi utilizada, la concentracion letal media (CLso) estimada fue de
1,9 X 10* conidios/mL y la concentracion letal 90 (CLgo) fue de 1,1 x 10° conidios/mL
(Tabla 4-4). Resultados similares a los obtenidos por Bosa y colaboradores (2004) para
un aislamiento de N. rileyi codificado como NmOO7, el cual presentd una concentracion
letal media igual a 1,2 x 10* conidios/mL y una concentracion letal 90 igual a 9,0 x 10°
conidios/mL. Cabe destacar que el aislamiento NmOO6 utilizado en el presente trabajo es
altamente virulento en comparacion con otros aislamientos de N. rileyi, como el utilizado
por Vimala Devi (1994) para el cual se obtuvo una CLs, de 9,3 x 10° conidios/mL sobre
larvas de segundo instar de S. litura y el estudiado por Rajan & Muthukrishnan (2009)
codificado como PDCB con una Cls, de 2,87 x 10’ conidios/mL sobre larvas de

Cnaphalocrocis medinalis.

Tabla 4-4. Concentraciones letales de la cepa N. rileyi Nm006 sobre larvas de segundo
instar de S. frugiperda.

Limites de Limites de
(c?/l;ﬁ(;_) confianza (Cl/mL) (c?/l;ﬁ(;_) confianza (Cl/mL) GL 2 P Pendiente
Inferior  Superior Inferior  Superior

1,9x10* 7,9x10° 42x10* 1,1x10° 24x10° 3,3x10° 3,0 2,435 0,487 0,728

La concentracion letal 90 (CLg) de 1,0 x 10° conidios/mL fue seleccionada para la
evaluacion de la actividad biocontroladora de los conidios obtenidos con los diferentes
choques de estrés. Esta concentracion se seleccioné porque causa el 90% de la

mortalidad y permite evidenciar diferencias entre los tratamientos.

En la tabla 4-5 se describen los resultados de la actividad biol6gica de los conidios

obtenidos de las fermentaciones con y sin choques térmicos, donde se puede observar
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gue la mortalidad y la eficacia de los conidios del tratamiento control fueron del 88,45% vy
del 86,67% respectivamente. Estos valores no fueron significativamente diferentes de los
obtenidos con los conidios provenientes de las fermentaciones implementadas con
choques térmicos a 5°C y 45°C, mientras que los conidios provenientes de las
fermentaciones con choques térmicos a 15°C y 35°C presentaron mortalidades y
eficacias significativamente inferiores (F=14,00, gl=4, p=0,0004) en comparacion al

tratamiento control.

Tabla 4-5. Actividad insecticida de los conidios del hongo N. rileyi Nm006 producidos en
fermentacion solida y expuestos a choques de temperatura. La dosis utilizada
corresponde a la concentracion letal 90 (1 x 10° conidios/mL).

Tratamientos Mortalidad (%) Eficacia (%)

Control sin choque de

88,45*a 86,67 a
temperatura
Choque a 5°C 83,77 a 81,04 a
Choque a 15°C 62,18 b 56,36 b
Choque a 35°C 57,80 b 51,32 b
Choque a 45°C 84,60 a 82,24 a
*Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun prueba de
Tukey (95%).

Los resultados de actividad insecticida son coherentes con los descritos para otras
variables, ya que los conidios obtenidos cuando se implementaron los choques térmicos
a 15°C y 35°C, ademas de presentar eficacias significativamente inferiores, también
presentaron germinaciones y actividades B-esterasa inferiores a las del tratamiento
control. Este comportamiento permite sugerir que la virulencia y la eficacia del hongo
estan directamente relacionadas con la viabilidad y la capacidad de producir las enzimas

gue participan en el proceso de infeccién, como lo reporté Safavi y colaboradores (2007).

Con las variables respuestas eficacia, germinacion y actividad (-esterasa se realizé un
andlisis de correlacion, siendo estas variables las Unicas que presentaron un efecto
significativo cuando se implementaron los choques térmicos. En la tabla 4-6 se describen
los coeficientes de correlacién de Pearson para cada una de las interacciones entre las

variables respuestas.
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Tabla 4-6. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables respuestas
germinacion, eficacia y actividad B-esterasa de los conidios del hongo N. rileyi Nm006
producidos en fermentacién sélida expuesta a choques térmicos.

Germinacién Eficacia Actividad B-esterasa
Germinacion 0,8988 -0,1116
p = 0,0001 p =0,0253
Eficacia 08988 -0,1043
p = 0,0001 p=0,0114
-0,111 -0,104
Actividad B-esterasa 0.1116 0lods —
p =0,0253 p=0,0114

El analisis de correlacion demostré6 que existe una correlacién positiva de 0,8988
(p=0,0001) entre las variables respuesta germinacion y eficacia, resultado que concuerda
con lo descrito por diferentes autores (Petlamul & Prasertsan 2012; Safavi et al. 2007;
Talaei-Hassanloui et al. 2007; Tang & Hou 2001; Altre et al. 1999; Alves et al. 1996). En
ese sentido, Altre y colaboradores (1999) demostraron que existe una alta correlacién
entre la germinacion y la virulencia de ocho aislamientos de P. fumosoroseus. Estos
autores sugirieron que la alta germinacion beneficia el proceso de infeccion, ya que con
una mayor velocidad de germinacibn hay una mayor probabilidad de infectar al
hospedador. De igual forma, Talaei-Hassanloui et al. (2007) evaluaron la correlacion
entre el tipo de germinacion de B. bassiana y su virulencia sobre P. xylostella,
encontrando que existe una alta correlacion (r = 0,71 p < 0,05) entre la germinacién
unidireccional y la actividad biolégica, posiblemente porque la elongacion de un solo tubo
germinal, concentra en un solo sitio la fuerza mecéanica y las enzimas para la

penetracién, en comparacion con la germinacién bidireccional.

En el presente estudio se evidencié una baja correlacion lineal (r = -0,1043 p = 0,0114)
entre la eficacia y la actividad (-esteresa, lo que sugiere que la actividad enzimatica [3-
esterasa no tuvo un efecto positivo sobre la variable actividad biolégica. Aunque las
lipasas son importantes en el proceso de infeccion (Pedrini et al. 2007), es posible que la
alta produccion de lipasas no sea un factor de virulencia determinante en N. rileyi NmOOQ6.

Este resultado es similar al reportado por Bertholdo et al. (2003) para cinco aislamientos
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de N. rileyi, para los cuales los autores no encontraron una correlacién entre la actividad
lipolitica y la virulencia, comportamiento que si ha sido evidenciado en otros hongos
entomopatégenos como M. anisopliae (Villamizar et al. 2001) y B. bassiana (Kaur &
Padmaja 2009).

Teniendo en cuenta los resultados anteriomente descritos, para continuar con el segundo
objetivo planteado, se seleccionaron los choques térmicos a las temperaturas de 5°C y
45°C, debido a que estos tuvieron un efectd positivo sobre las variables respuestas

germinacion, eficacia y actividad 3 — esterasa.

4.2 Efecto de choques de irradiacion con luz UV sobre el
rendimiento, la germinacion, la actividad enzimatica y
biolégica de Nomuraea rileyi NmOO6.

4.2.1 Rendimiento

La implementacién de choques de irradiacién durante la fermentacion de N. rileyi
(NmO0O06) disminuy6 el crecimiento y la esporulacién del hongo. En la tabla 4-7 se
muestran los resultados de rendimiento expresado como recuento de conidios/g de
sustrato hdmedo. El tratamiento control (sin choque de irradiacién) presenté un
rendimiento de 1,48 x 10° conidios/g de sustrato himedo, valor que fue
significativamente mayor (F= 17,5, gl=20, p=0,0000) que el obtenido con las bandejas
expuestas a los choques de irradiacién con tiempos superiores a 30 minutos (Tabla 4-7),
lo que sugiere un efecto negativo sobre el desarrollo de N. rileyi Nm006. Esto contrasta
con los rendimientos de las fermentaciones sometidas a los choques de irradiaciéon entre

5y 15 minutos, que no fueron significativamente diferentes al tratamiento control.

La luz ultravioleta (UV) ha sido ampliamente estudiada como una tecnologia para la
inactivacion de microorganismos patdégenos incluyendo mohos y levaduras (Murdoch et
al. 2013). Ademas, en condiciones de cultivo en caja de Petri se ha evaluado el efecto de
choques de luz UV sobre el desarrollo de hongos entomopatégenos (Rangel et al. 2008;
Braga et al. 2002; Cagan & Svercel 2001). En general, los choques de irradiacion

ultravioleta en condiciones de caja de Petri han demostrado un efecto deletéreo sobre la
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capacidad de crecimiento del microorganismo, sin embargo este efecto esta directamente
relacionado con el tiempo de exposicion. Por ejemplo, Braga y colaboradores (2001)
evidenciaron que a medida que aumentd el tiempo de exposicion a la luz ultravioleta
disminuyé la esporulacibn de M. anisopliae. Sin embargo, los autores también
evidenciaron que un tiempo corto de exposicion (inferior a 2 horas) caus6 un efecto
positivo sobre la viabilidad de las esporas de M. anispliae, ya que éstas presentaron una
germinacion del 95%, valor superior al presentado por los conidios no irradiados (85%).

Tabla 4-7. Produccion de conidios del hongo N. rileyi (NmO0O06) crecido en sustrato sélido
y expuesto a diferentes choques de irradiacion con luz UV.

Rendimientos

Tratamientos . Tl_em_po de_ (conidios/g de DeS\{laC|on
irradiacion (min) estandar
sustrato)
Control 0 1,48 x 10°* a 0,14
1 5 1,14 x10° a 0,12
2 10 1,00 x 10° a 0,24
3 15 9,25 x 10® ab 0,06
4 30 4,68 x 10® bc 0,07
5 60 2,87 x 108 ¢ 0,16
6 90 2,30 x 108 ¢ 0,10

* Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun prueba de Tukey
(95%).

En diferentes hongos se ha evidenciado que la exposicién a alguna longitud de onda
influye en la fisiologia del microorganismo de diferentes formas, como la pigmentacion, la
conidiacion, el metabolismo secundario o en el desarrollo sexual o asexual (Fanelli et al.
2012; Schmoll et al. 2010; Karpenko et al. 2006; ldnurm & Heitman 2005; Logemann et
al. 2000; Aus et al. 1987; Leach & Trione 1965). En el caso de N. rileyi, se demostré que
la esporulacién es altamente influenciada por la luz blanca (Ignoffo 1981; Glare 1987),

siendo este factor abiético esencial en el proceso de produccién masiva, sin embargo la
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implementacién de choques de irradiacion con luz ultravioleta no se ha evaluado hasta el
momento. La dependencia de luz que tiene N. rileyi para esporular fue demostrada por
Glare (1987), evidenciando en condiciones de caja de Petri que la esporulacién del
aislamiento F1-63 de N. rileyi fue inhibida significativamente por las condiciones de
oscuridad, en cambio cuando las cajas de Petri con el microorganismo se expusieron a
luz constante se obtuvieron esporulaciones significativamente superiores. Lo anterior se
denomina fotoesporulacion, en donde la exposicién a diferentes longitudes de luz durante
un tiempo determinado induce la esporulacion del microorganismo. En este tipo de
esporulacion intervienen los fotorreceptores, los cuales son proteinas que se unen a los
cromoforos cuando absorben luz, provocando cambios conformacionales y modulando
respuestas al medio ambiente (Olmedo 2013). Estos fotorreceptores forman complejos,
denominados WCC (White-Collar Complex), los cuales son altamente conservados por la
mayoria de hongos (basidiomicetos, deuteromicetos y zigomicetos), lo que sugiere su
presencia en un ancestro comun (Chen et al. 2010). Con relacién a la luz UV, ésta activa
fotorreceptores especificos en diferentes especies de zigomicetos (Avalos & Estrada
2010), los cuales activan respuestas de proteccion como la enzima fotoliasa o la
reparacion de nucleétidos defectuosos. Respuestas que estan ligadas directamente con

el tiempo de exposicion.

Teniendo en cuenta lo anterior, el comportamiento de N. rileyi frente al choque de
irradiaciéon con la luz UV puede estar regulado por estos fotorreceptores, ya que la
esporulacién en condiciones normales de fermentacion se realiza en condiciones
constantes de luz blanca y cuando se implementaron los choques de irradiacion UV se
evidenci6 un descenso en la esporulacion a medida que aumentaba el tiempo de
exposicion. Es posible que la luz ultravioleta haya inhibido las respuestas de proteccion
de los fotorreceptores, comportamiento observado en otros hongos, como en el trabajo
de Corrochano y Garre (2010), en el cual se determiné que tiempos superiores a 4 horas
de exposicion a la luz UVB, disminuyeron la produccion de la enzima fotoliasa en

Phycomices sp. y por lo tanto la viabilidad y esporulacion del hongo.

Con base en los resultados descritos en la tabla 4-7, se puede concluir que los choques
de irradiacion evaluados afectaron negativamente el rendimiento de la fermentacion de
N. rileyi NmO0O6.
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4.2.2 Germinacion

La viabilidad expresada como porcentaje de germinacion de los conidios obtenidos de los

diferentes choques de irradiacion se describe en la tabla 4-8. Los conidios obtenidos de

la fermentacion realizada sin la implementacion de choques de irradiacion (tratamiento

control) presentaron una germinacion del 90,41% a las 48 horas de incubacion. Cuando

se implementaron los choques con tiempos de irradiacion entre 5 y 30 minutos, los

conidios presentaron germinaciones que no fueron significativamente diferentes a la

obtenida con el tratamiento control, mientras que los conidios provenientes de las

fermentaciones expuestas a la luz UV por tiempos superiores a 60 minutos presentaron

germinaciones significativamente inferiores (F=8,17, 6, p=0,0006) a la del control.

Tabla 4-8. Germinacion de los conidios del hongo N. rileyi crecido en sustrato sélido y
expuesto a diferentes choques de irradiacion con luz UV.

Tratamientos 11empo deirradiacion o .o e (%) Desviacion
(min) estandar

Control 0 90,41 * a 0.80

1 S 89,73 a 1,96

2 10 88,00 a 2,95

3 15 85,63 a 274

4 30 86,49 a 3,81

> 60 75,70 b 3,04

6 90 74,86 b 527

* Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun prueba de Tukey

(95%).

Los resultados sugieren que la irradiacion del hongo crecido sobre el sustrato a base de

cereales estandarizado previamente para la produccion masiva, tiene un efecto negativo
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sobre la capacidad de germinar de los conidios producidos, el cual esta directamente

relacionado con el tiempo de exposicion.

La reduccion de la germinacion de los conidios causada por tiempos de irradiacion
superiores a 60 minutos posiblemente se debié a que estas dosis de luz UV pueden
causar dafios en la maquinaria celular de los hongos entomopatégenos debido a la
formacion de fotoproductos como los dimeros de ciclobutano-pirimidina que afectan
directamente la estructura del ADN y de varias proteinas (Rodriguez et al. 2010; Chelico
et al. 2006) . También se ha evidenciado que la irradiacion a la luz ultravioleta induce la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que interrumpen la respiracion
celular, ya que afectan la estabilidad de la membrana celular y de las mitocondrias
(Purschwitz et al. 2006; Rodriguez et al. 2010; Murdoch et al. 2013)

El efecto de la radiacion UV ha sido evaluado para diferentes hongos entomopatégenos
como en el trabajo de Fernandes y colaboradores (2007) quienes estudiaron el efecto de
esta luz sobre 60 aislamientos de Beauveria sp. y encontraron para todos los
aislamientos una disminucidn significativa en la germinacién después de 2 horas de
exposicion. Los autores también evidenciaron una disminucién en la velocidad de
germinacion; por ejemplo, el aislamiento Bb19 present6 una germinacion del 9,5% a las
24 horas de incubacién y del 30% después de 48 horas de incubacién. Los autores
evidenciaron que los conidios después de irradiados requieren un periodo de
recuperacion antes de reiniciar el proceso de germinacion. En otro estudio, Yao et al.
(2010) evaluaron el efecto de la radiacion UVB (312 nm) y de la radiacion UVA (365 nm)
sobre 24 aislamientos de B. bassiana y 36 aislamientos Metarhizium spp. encontrando
para todos los aislamientos una mayor sensibilidad a la radiacion UV tipo B que a la

radiacion tipo A.

Resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo fueron descritos por Moore et
al. (1993) quienes observaron que algunos aislamientos de los géneros de hongos
entomopatdgenos como Metarhizium sp. Beauveria sp. y Nomuraea rileyi expuestos a la
radiacion UVB redujeron su germinacion a medida que aumenté el tiempo de exposicion,

con un tiempo letal medio entre una y cuatro horas de exposicion.
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En algunas ocasiones el dafio causado por la luz ultravioleta al material genético y otras
estructuras celulares es detectado por el microorganismo, lo que se ve reflejado no en la
muerte celular sino en una disminucion en la velocidad de germinacion (Braga et al.
2001). Este comportamiento se evidencid con los conidios provenientes de las
fermentaciones en donde se implementaron los choques de irradiacion durante 60 y 90
minutos, ya que éstos se encontraban en estado de latencia después de 48 horas de
incubacién. En ese sentido, Petrocelli y Slingerland (2000) argumentan que dentro de los
sistemas de reparaciéon que se inducen debido a la irradiacién, se encuentran la
prevencion de la duplicacion del material genético dafiado y la segregacion de los
cromosomas afectados, mecanismos que aumentan la supervivencia y el mantenimiento

del material genético.

Otro mecanismo de reparacion del ADN es la escision de nucle6tidos, o la accién de la
enzima fotoliasa, que en presencia de la luz visible, rompe los dimeros de pirimidina
evitando el dafio letal causado por la radiacién. Esta enzima ha sido reportada en varios
organismos procariotas y eucariotas (Chelico et al. 2006; Veluchamy & Rollins 2008;
Chelico & Khachatourians 2008; Friedl et al. 2008; Corrochano 2011). En el caso
especifico de conidios expuestos a la radiacion, la interrupcién de ciclo celular ocasiona
directamente una interrupcion temporal en el proceso de germinacién, paso critico para la
sobrevivencia del microorganismo. Sin embargo, Braga y colaboradores (2001)
argumentan que este mecanismo no es favorable para hongos entomopatégenos, ya que
al existir una menor velocidad de germinacion disminuye la actividad bioldgica,
comportamiento evidenciado en el presente trabajo (ver numeral 4.2.4) y en otros hongos
como Metarhizum y Beauveria (Cagan & Svercel 2001; Rangel et al. 2011; Costa et al.
2012)

Teniendo en cuenta que cuando el hongo N. rileyi (NmO006) fue expuesto a choques de
irradiacion por tiempos cortos (< 30 minutos) no se evidencid una disminucion
significativa en la germinacion, es posible sugerir que el aislamiento de Nm006 cuenta
con alguno de los mecanismos de reparacion descritos anteriormente, lo que evité dafos

en la integridad celular y no afect6 la viabilidad de los conidios.
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4.2.3 Actividad enzimatica

Con el fin de evaluar el efecto de los choques de luz UV sobre la produccién de las
enzimas que intervienen en el proceso de infeccion se determinaron las actividades N-
acetilglucosaminidasa, (-esterasa y quimoelastasa proteasa (Prl) en los conidios de

NmOO06 provenientes de las fermentaciones irradiadas a diferentes tiempos.

La actividad quimoelastasa proteasa (Prl) no se detect6 en ningln extracto enzimatico
de los conidios de N.rileyi Nm006 producidos cuando se implementaron los choques de
luz UV ni en el tratamiento control, comportamiento evidenciado anteriormente cuando se
implementaron los choques térmicos (numeral 4.1.3). Este resultado posiblemente se
debe a que la expresion de dicha enzima es inducida por la presencia de sustrato y el
medio de cultivo utilizado en el presente estudio no es el adecuado para evidenciar la
produccion de dicha enzima. El mejor sustrato reportado como inductor para la
produccion de esta enzima es la cuticula de insectos y su efecto ha sido ampliamente
descrito en hongos entomopatdgenos (St Leger et al. 1998; Small & Bidochka 2005;
Shah et al. 2005; Castellanos et al. 2007; Safavi et al. 2007; Fonseca et al. 2010).

St Leger y colaboradores (1998) argumentan que la regulacién de los genes que
codifican para la proteasa Prl involucra una combinacion de induccién por sustrato y una
represion por carbono y nitrégeno. Por ejemplo, Perinotto y colaboradores (2013)
evidenciaron que la actividad proteasa de un aislamiento de Metarhizium sp. fue
significativamente superior cuando se utiliz6 un medio de cultivo suplementado con
cuticula de garrapata, en comparacion con el medio estandar en donde la fuente de
carbono era glucosa. De igual forma, Nunes et al. (2010) obtuvieron actividades
proteoliticas mayores cuando cultivaron un aislamiento de N. rileyi en un medio de cultivo
con cuticula de A. gemmatalis al 10% que cuando se cultivd en un medio sin este
suplemento. Adema4s, estudios de protedmica realizados por Santi y colaboradores
(2009) demostraron que M. anisopliae produce una alta concentracion de proteasas en
medios de cultivo que simulan la interaccion patdégeno-hospedador, en comparacién con
aqguellos en donde la fuente de carbono era solamente glucosa. Lo anterior confirma que

esta actividad enzimatica es claramente inducida por la cuticula de insectos.
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En ese sentido, la induccién y expresion de la enzima Prl posiblemente se evidencie en
condiciones in vivo, cuando N. rileyi entre en contacto directo con el insecto plaga S.
frugiperda. Sin embargo, el medio de produccién masiva utilizado en el presente trabajo
aungue no induce la produccién de proteasas, especificamente la enzima Prl, es el
adecuado para el crecimiento y la esporulacién de N. rileyi Nm006, ya que proporciona
los nutrientes suficientes para el crecimiento y la esporulacién. Un comportamiento
similar fue reportado por Bye & Charnley (2008), quienes al evaluar la produccion masiva
de Lecanicillium sp. en sustratos a base de celulosa, xilano, urea y gelatina, evidenciaron
gue el hongo entomopatdgeno presenta un crecimiento adecuado, pero no detectaron la

presencia de la enzima Prl en los conidios provenientes de dichas fermentaciones.

En cuanto a las otras dos enzimas evaluadas en el presente trabajo, los resultados se
describen en la tabla 4-9.

Tabla 4-9. Actividad N-acetilglucosaminidasa y B- esterasa de los conidios del hongo N.
rileyi Nm0O06 producidos en fermentaciones sélidas y expuestos a choques de irradiacion.
Unidad Enzimética UE (mmoles de p-nitrofenol liberados por minuto por mililitro a 35°C).

_ Tratamiento Tiempos de irradiacion (minutos)
Enzima
Control 5 10 15 30 60 90
B-esterasa (UE) 0,96a 0,63ab 0,49 abc 0.47 0,20bc 0,11c
0,26 * bc ’ : ’ abc ' '

N-acetilglucosaminidasa

(UE) 7,58 *a 8,73a 7,0lab 551bc 5,01c 434c 4,13c

*Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun prueba de
Tukey (95%). El analisis se realiz6 independientemente para cada enzima.

La actividad lipolitica (enzima B-esterasa) de los conidios no irradiados (tratamiento
control) fue de 0,26 UE, valor significativamente inferior (F=15,7, gl=6, p=0,0000) a la
actividad B-esterasa obtenida con los conidios irradiado durante 5 minutos. Lo que
sugiere que este choque indujo la expresion y acumulacion de esta enzima. Los conidios
de las fermentacién con choques de irradiacién entre 15 y 60 minutos, presentaron una
actividad lipolitica con valores que oscilaron entre 0,49 y 0,20 UE, no fueron

significativamente diferentes de la obtenida con los conidios no irradiados. El Unico
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choque de irradiacion que causé un efecto significativamente deletéreo sobre la actividad

B-esterasa fue el tiempo de irradiacién de 90 minutos con un valor de 0,11 UE.

La exposicion de los conidios crecidos sobre el sustrato de produccion masiva durante 5
minutos a la luz UVB causé un aument6 en la actividad lipolitica comparandolo con la de
los conidios no expuestos a ningun choque, lo que sugiere que el nivel basal de esta
enzima aument6 debido a esta condicion de estrés. La alta produccion de enzimas
lipoliticas influye en el proceso de infeccidén sobre el insecto plaga, ya que la enzima (3-
esterasa actia como iniciador en el proceso de infeccion sobre el insecto plaga
degradando los ésteres grasos de la epicuticula, (Pedrini et al. 2007). Teniendo en
cuenta lo anterior, el choque de irradiacion por 5 minutos que aumenté esta actividad, es

promisorio para ser implementado en fermentaciones a gran escala.

A medida que aumenté el tiempo del choque de irradiacién disminuyo la actividad B-
esterasa, lo que posiblemente se debe a que a medida que aumenta la dosis de
irradiaciébn puede aumentar el dafio celular o enzimatico (Sinha & Hader 2002). Por
ejemplo, Irfan y colaboradores (2011) observaron que al irradiar entre 5 y 65 minutos un
cultivo de Aspergillus niger se dié una mayor produccion de la enzima a-amilasa en los
menores tiempos de exposicién (< 15 minutos) mientras que en tiempos de irradiacion

superiores la actividad amilolitica disminuy6 significativamente.

El principal efecto de la luz UVB sobre la célula fangica es la formacion de dimeros de
pirimidinas, que afectan directamente el proceso de replicacion. En la mayoria de los
casos, la radiacion UVB es perjudicial, pero los tiempos cortos de irradiacion pueden
ocasionar una mejor adaptacion del organismo a condiciones de estrés o a la produccion
mas eficiente de metabolitos (Fanelli et al. 2012; Irfan et al. 2011). En ese sentido,
Prabakaran et al. (2009) sugieren que el aumento en la produccién de enzimas debido a
la exposicion a la luz UVB, puede deberse a cambios en los promotores que codifican
para dichas enzimas, por lo que la radiacion puede influir en el proceso de traduccion del
mRNA. Ademas, como la radiacion afecta los enlaces de hidrégeno de las bases
pirimidinas (citosina y tiamina), las secuencias mas vulnerables son aquellas que
contengan un alto contenido de C + T. Teniendo en cuenta lo anterior, es posible que en
N. rileyi el promotor que regula la produccion de la enzima B-esterasa presente las

caracteristicas anteriormente descritas.
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Para la actividad N-acetilglucosaminidasa (quitinasas), los conidios provenientes de la
fermentacion no irradiada presentaron una actividad enzimética de 7,58 UE, valor que fue
significativamente superior a las actividades enziméticas de los conidios obtenidos de las
fermentaciones con tiempos de irradiacion superiores a 15 minutos (Tabla 4-9) (F=6,28,
gl=6, p= 0,0001). Los conidios irradiados durante 5 y 10 minutos presentaron una
actividad N-acetilglucosaminidasa que no fue estadisticamente diferente de la del
tratamiento control. Aunque no hay una induccion significativa de la exposicion de esta
enzima con el choque de 5 minutos, cabe destacar que se observa un aumento numérico

de la misma, que podria sugerir un efecto positivo de los choques de irradiacion.

Como se describié en el numeral 4.1.3. la produccién de las quitinasas es regulada
mediante la represion catabdlica, pero su nivel basal en la célula fingica es alto debido a
gue también participan en procesos fisiolégicos como el crecimiento micelial o la
conidiogénesis (St Leger et al. 1986). Sin embargo, en el presente trabajo, cuando se
implementaron los choques de irradiaciébn con tiempos superiores a 15 minutos se
obtuvieron actividades enzimaticas inferiores a las del tratamiento control, lo que sugiere
gue estos tiempos afectaron directamente la produccion de dicha enzima y por lo tanto
también pudieron afectar algunos procesos fisiolégicos como la esporulacion (humeral
4.2.1).

En el proceso de infeccién sobre el insecto plaga, las quitinasas son de gran importancia
ya que degradan la quitina, principal constituyente de la cuticula del insecto (Schrank &
Vainstein 2010; Pedrini et al. 2007). Se ha evidenciado que aislamientos con altas
producciones de quitinasas pueden presentar una alta actividad bioldgica, por lo que son
consideradas por varios autores como factores de virulencia. Por ejemplo, en B. bassiana
se ha evidenciado una correlacion positiva entre la actividad quitinolitica y la actividad
biol6gica (Kaur & Padmaja 2009). De igual forma, Kim y colaboradores (2010) al evaluar
varios aislamientos de B. bassiana sobre el &fido Aphis gossypii (Glover, 1877)
encontraron que cuando determind la actividad biolégica de conidios suplementados con
un inhibidor de quitinasas, éstos no fueron eficientes para el control del &fido, mientras
gue aquellos que no fueron suplementados presentaron eficacias significativamente
superiores. Este resultado confirmé el papel crucial de las quitinasas en el proceso de

infeccion.
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La sintesis de quitinasas extracelulares en los hongos entomopatdégenos es regulada por
un mecanismo de induccidbn y represidon principalmente por el sustrato N-
acetilglucosamina (Matsumoto 2006). En ese sentido, St. Leger et al. (1996) obtuvieron
altos niveles de quitinasas usando como fuente de carbono quitina, mientras que con el
sustrato alanina la actividad quitinolitica disminuy6 en un 86% y con el sustrato celulosa
no se detecto la enzima. Resultados que sugieren que la produccion de esta enzima es

regulada por los productos de la degradacion de la quitina.

Con base en lo descrito, es posible que los conidios provenientes de las fermentaciones
con choques de irradiacion superiores a 15 minutos presenten una reduccion de la
actividad bioldgica , sin embargo es necesario determinar la correlacién entre estas dos
variables (numeral 4.2.4). Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos, se
puede concluir que la implementacién de choques de irradiacion de 5 minutos durante la
fermentacion de N. rileyi potenciaron las actividades [-esterasa y N-
acetilglucosaminidasa de los conidios, lo que posiblemente beneficie la actividad
biocontroladora del microorganismo sobre S. frugiperda, resultado que se describe en el

numeral 4.2.4.

4.2.4 Actividad biolégica

Los resultados de la actividad biol6gica de los conidios obtenidos de las fermentaciones
con y sin choques de irradiacion se describen en la tabla 4-10. La mortalidad y la eficacia
causada por los conidios sin irradiar (tratamiento control) fueron del 88,45% y del 86,67%
respectivamente. Estos valores no fueron significativamente diferentes de los obtenidos
con los conidios provenientes de las fermentaciones expuestos a choques de irradiacion
de 5 a 30 minutos. En cambio, los conidios provenientes de las fermentaciones con
choques de irradiacién superiores a 30 minutos presentaron mortalidades y eficacias
significativamente inferiores (F=6,28, gl=6, p=0,00022) en comparacién con el

tratamiento control.

Los resultados de actividad insecticida de los conidios expuestos a los choques de
irradiacion fueron coherentes con los resultados descritos para las variables rendimiento,

germinacion y para las actividades [B-esterasa y N-acetilglucosaminidasa, ya que los
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conidios obtenidos de las fermentaciones en donde se implementaron los mayores
tiempos de irradiacion, ademas de presentar eficacias significativamente inferiores a la
del control, también presentaron menores valores en todas las variables evaluadas
(numeral 4.2.1; 4.2.2; 4.2.3). Lo anterior confirma que la viabilidad y la eficacia del hongo
estan directamente relacionadas con la viabilidad y la capacidad de producir las enzimas
gue participan en el proceso de infeccion.

Tabla 4-10. Actividad insecticida de los conidios del hongo N. rileyi Nm006 producidos en
fermentacion sélida y expuestos a choques de irradiacion. La dosis utilizada corresponde
a la concentracion letal 90 (1 x 10° conidios/mL).

_ Tiempo de _ o
Tratamientos _ o _ Mortalidad (%) Eficacia (%)
irradiacion (min)

Control 0 88,45*a 86,67 a
1 5 87,86 a 86,06 a
2 10 86,67 a 84,89 a
3 15 81,67 a 79,89 a
4 30 78,15 ab 76,37 ab
5 60 67,86 b 66,08 b
6 90 59,26 b 57,26 b

*Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun prueba de
Tukey (95%).

El efecto de la irradiacion con luz UVB sobre la eficacia de hongos entomopatégenos ha
sido descrito por varios autores. Por ejemplo, Cagan y Svercel (2001) al exponer durante
15 a 60 minutos la cepa de B. bassiana codificada como SK99, obtuvieron en el menor
tiempo una mortalidad del 100% de Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796), mientras que los

conidios irradiados durante 60 minutos ocasionaron una menor mortalidad (83,6%).

Al implementar en las fermentaciones de N. rileyi Nm0O06 los choques de irradiacion con

luz UVB, se evidencio un efecto significativo sobre las variables eficacia, germinacion y
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actividades [-esterasa y N-acetilglucosaminidasa por tal razon se realizé un andlisis de
correlacion de Pearson. En la tabla 4-11 se describen los coeficientes de correlacion para

cada una de las interacciones entre las variables respuestas.

Tabla 4-11. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables respuestas
germinacion, eficacia y actividades p-esterasa y N-acetilglucosaminisdasa de los conidios
del hongo N. rileyi NmO006 producidos en fermentacion sdélida expuesta a choques de
irradiacion con luz UVB.

Actividad N-
Germinacion Eficacia Actividad B-esterasa  acetilglucosamini-
dasa
Germinacion 08788 0,0519 03242
p = 0,0450 p = 0,9339 p =0,5946
Eficacia 0.8788 0.0284 ?,82946687
p = 0,0450 p =0,9638 P=5
Actividad B- 0,0519 0,0284 0,3900
esterasa p = 0,9339 p = 0,9638 p=0,5163
Actividad N- 0,3242 0,0246 03900 T
acetilglucosa-
minidasa p =0,5946 p =0,9687 p=05163

El analisis de correlacion demostr6 que existe una correlacién positiva de 0,8788
(p=0,0450) entre las variables respuesta germinacion y eficacia, resultado que concuerda
con lo descrito cuando se implementaron los choques térmicos (numeral 4.1.4). Esta
correlacion concuerda con lo descrito por otros autores como Petlamul & Prasertsan
(2012), Safavi et al. (2007),Talaei-Hassanloui et al. (2007), Tang & Hou (2001) y Altre et
al. (1999).

En el presente estudio no se evidenci6 una correlacion lineal entre la eficacia y la
actividad [B-esteresa (r=0,0519 p=0,9339) y tampoco con la actividad N-
acetilglucosaminidasa (r =0,3242 p =0,5946), lo que sugiere que estas enzimas no tienen
un efecto significativo sobre la variable actividad biolégica. Aunque las lipasas y las

quitinasas son importantes en el proceso de infeccion (Pedrini et al. 2007), es posible que
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estas enzimas en N.rileyi no sean factores de virulencia, pero son indispensables para
gue el microorganismo actue en el insecto plaga. La no correlacion entre las actividades
enzimaticas y la actividad biolégica también ha sido descrita en N.rileyi (Bertholdo et al.
2003) y en otros hongos entomopatdégenos como B. bassiana (Kaur & Padmaja 2009) y

M. anisopliaea (Villamizar et al. 2001).

Teniendo en cuenta los resultados anteriomente descritos, para continuar con el segundo
objetivo planteado, se seleccionaron los choques de irradiacién con tiempos inferiores a
15 minutos, debido a que estos no afectaron de manera significativa las variables
respuestas germinacién, eficacia, actividad p-esterasa y actividad N-

acetilglucosaminidasa.

4.3 Efecto de la interaccion de las condiciones abiodticas de
estrés sobre el desempefio ecofisiolégico de N. rileyi Nm006

Con base en los resultados obtenidos al implementar los choques térmicos y de
irradiacion ultravioleta durante la fermentacion de N. rileyi Nm006 (numeral 4.1; numeral
4.2) se procedi6 a evaluar la interaccion entre las temperaturas y los tiempos de

irradiacién que ocasionaron un efecto positivo sobre el hongo entomopatégeno.

Teniendo en cuenta lo anterior, las temperaturas seleccionadas fueron 5°C y 45°C con
tiempos de exposicion de 3, 6 y 9 horas y los tiempos de irradiacién con luz UVB
seleccionados fueron 5, 10 y 15 minutos. Para poder evaluar la interaccién entre las
variables temperatura y luz UVB se utiliz6 un disefio factorial multinivel con dos variables
(tiempo de irradiaciéon y duracion del choque térmico) y tres niveles por variable (Bhanu
Prakash et al. 2008). El disefio factorial multinivel se realizé independiente para cada
temperatura. Los factores evaluados correspondieron a los tiempos de exposicién a cada
temperatura y los tiempos de irradiacion con luz UVB. Como variables respuestas se
determiné el rendimiento, la germinacién, las actividades Pr1, p-esterasa, N-

acetilglucosaminidasa y la eficacia frente a S. frugiperda.
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Tabla 4-12. Codificacion de los tratamientos del disefio factorial multinivel para
determinar el efecto de la interaccion entre los choques de temperatura y los choques de
irradiacion UVB implementados durante la fermentacion de N. rileyi Nm006. Para cada
temperatura (5°C y 45°C) se realiz6é el mismo disefio factorial.

Tiempo de Tiempo de exposicion al choque
irradiacion con luz de temperatura (horas)
UVB (min) 3 6 9
S A B C
10 D E F
15 G H |

La implementacion de choques térmicos a 45°C afectd drasticamente la viabilidad de
N.rileyi NmO006, ya que en las bandejas inoculadas con el microorganismo y expuestas a
mas de 6 horas a esta temperatura, no se evidencié crecimiento micelial ni esporulacion.
Debido a lo anterior, en los tratamientos correspondientes a los choques de estrés a
45°C durante 6 y 9 horas no fue posible recuperar biomasa viva y por lo tanto no se
determinaron las variables respuestas (Tabla 4-13). Solamente en los tratamientos
correspondientes a 3 horas de exposicidon a 45°C (tratamiento A, D y G) se realiz6 la
separacion de la biomasa mediante tamizacion y los conidios obtenidos fueron

caracterizados microbiolégica, enzimatica y bioldgicamente (Tabla 4-13).

Los tratamientos expuestos por 3 horas a 45°C e irradiados con luz UVB mostraron una
disminucion de las variables respuestas a medida que aumenté el tiempo de irradiacién
(Tabla 4-13). Por ejemplo, el tratamiento A, que corresponde a 3 horas de exposicién a
45°C y 5 minutos de irradiacion con luz UVB presentd un rendimiento de 7,94 x 10°
conidios/g humedo de sustrato, una germinacién del 60,42%, una actividad N-
acetilglucosaminidasa del 6,04 UE y una actividad B-esterasa del 0,11 UE, valores que
son inferiores a los obtenidos cuando los factores se evaluaron individualmente (humeral
4.1). Los tratamientos D y G presentaron un comportamiento similar, pero las respuestas
disminuyeron a medida que aumentd el tiempo de irradiacion con luz UVB, por ejemplo la
germinacion del tratamiento D (10 minutos de irradiacion) fue del 35,98% y la del

tratamiento G (15 minutos de irradiacion) fue del 12,82%.
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Tabla 4-13. Rendimiento, germinacion, actividad N-acetilglucosaminidasa y B-esterasa y
eficacia de los conidios de N. rileyi Nm006 provenientes de las fermentaciones expuestas
a 45°.

Rendimiento L .
Tratamiento  Conidios/g Germinacion acetilgfsgléigﬁnmidasa [ﬁgtsl'zlelga?sda Eficacia
humedo de % UE UE %
sustrato
A 7,94 x 10° 60,42 6,04 0,11 77,04
B N.D N.D N.D N.D N.D
C N.D N.D N.D N.D N.D
D 1,81 X 10° 35,98 4,70 0,08 50,26
E N.D N.D N.D N.D N.D
F N.D N.D N.D N.D N.D
G 7,33 x 10’ 12,82 3,83 0,06 34,96
H N.D N.D N.D N.D N.D
I N.D N.D N.D N.D N.D

N.D. No determinado.

Los resultados descritos sugieren que la combinacion de los choques térmicos a 45°C
con los choques de irradiacion con luz UVB tuvieron un efecto deletéreo sobre todas las
caracteristicas de N. rileyi Nm006, el cual aumenté a medida que se increment6 el tiempo
de exposicion a la temperatura y a la radiacion UVB. En otros trabajos con hongos
entomopatégenos se ha demostrado que el efecto negativo de las altas temperaturas
depende del tiempo de exposicion. Por ejemplo, Li y Feng (2009) establecieron que la
exposicion a 45°C durante 30 y 180 minutos ocasionaron la muerte celular de 18 cepas
de M. anisopliae, efecto que atribuyeron a un proceso de oxidacion de las proteinas de la

membrana, que afecto directamente la viabilidad de los conidios.

Debido a los resultados descritos, la implementaciéon de choques a 45°C en combinacion
con choques de irradiacion no es viable para la fermentacion de N. rileyi NmO006, ya que
su implementacion no potencié ninguna caracteristica, por el contrario, redujo la
viabilidad y eficacia del microorganismo. Ademas, no fue posible realizar el andlisis de
superficie de respuesta para ninguna de las variables respuesta, debido a que en seis
tratamientos no se obtuvo esporulacion. Teniendo en cuenta lo anterior, la

implementacion de choques a 45°C en combinacion con choques de luz UVB se descart6
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CoOmo una estrategia para la potenciacién ecofisiolégica de los conidios de N. rileyi
NmOO06.

En la tabla 4-14 se describen los resultados correspondientes al disefio factorial
multinivel para los choques a la temperatura de 5°C.

Tabla 4-14. Rendimiento, germinacion, actividad N-acetilglucosaminidasa y B-esterasa y
eficacia de los conidios de N. rileyi Nm006 provenientes de las fermentaciones expuestas
a5°C.

Rendimiento . .
Tratamiento  Conidios/g Germinacion acetilgfsglgig(rjnli\:{idasa éggyé?;da Eficacia
himedo de % UE UE %
sustrato
A 1,04 x 10° 87,05 10,90 0,73 88,00
B 1,41 x 10° 83,25 11,09 0,35 84,00
C 9,33 x 10° 87,96 6,31 0,33 92,86
D 8,48 x 10° 84,18 10,50 0,30 86,00
E 7,75 x 10® 84,79 10,84 0,28 84,00
F 5,90 x 10° 88,90 7,53 0,65 89,29
G 1,24 x 10° 82,80 10,40 0,34 88,00
H 1,20 x 10° 80,77 7,79 0,35 80,00
| 8,48 x 10° 88,77 5,05 0,35 92,86

En todos los tratamientos y repeticiones se evidencié un crecimiento masivo de N. rileyi
NmO0O06 sobre el sustrato de produccidon masiva. El rendimiento de los tratamientos oscilé
entre 1,41 x 10° y 5,90 x 10° conidios/g de sustrato himedo (Tabla 4-14). Para los
tratamientos en donde se implementaron los choques de irradiacion con luz UVB durante
5, 10 y 15 minutos, los menores rendimientos se obtuvieron en los tratamientos en donde
se combiné con el mayor tiempo de exposicion a 5°C correspondiendo a 9 horas,

tratamientos C, F e | respectivamente.

El tratamiento B correspondiente a seis horas de choque a 5°C y 5 minutos de irradiacién

con luz UVB, presentd el mayor rendimiento con 1,41 x 10° conidios/g himedo, y el
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tratamiento F, correspondiente a 9 horas de exposicién a 5°C y 10 minutos de irradiacion,

presenté el menor valor con 5,90 x 10° conidios/g himedo de sustrato.

El diagrama de Pareto para esta variable respuesta (Figura 4-1) demostré que ninguno
de los factores evaluados tuvo un efecto significativo (p = 0,4267) sobre dicha respuesta.
Sin embargo, se observé una tendencia a obtener en los menores tiempos de exposicion
a la temperatura y a luz UVB, los mayores rendimientos. Este resultado concuerda con
lo descrito por Peng y colaboradores (2010), quienes al implementar un choque de estrés
térmico y oxidativo durante la fermentacion de Mortierella alpina, evidenciaron los

mejores rendimientos cuando utilizaron los menores tiempos de exposicion a 5°C.

Figura 4-1. Diagrama de Pareto para la influencia del tiempo de exposicion a 5°C y el
tiempo de irradiacion a luz UVB sobre la variable respuesta rendimiento (conidios/g de
sustrato humedo).

B: Tiempo de irradiacién a luz UVB

A: Tiempo de exposicion a 5°C

AB

Efecto estandarizado

Con respecto a la variable germinacion, se obtuvieron valores que oscilaron entre
80,77% y 88,90%. El tratamiento con el cual se obtuvo la mayor germinacion fue el F,
correspondiente a 12 horas de exposicion a 5°C y 10 minutos de irradiacion y el
tratamiento con la menor germinacion fue el H que corresponde a 12 horas de exposicion
a 5°C y 15 minutos de irradiacion. Algo importante a resaltar es que en todos los
tratamientos evaluados las germinaciones fueron superiores al limite establecido

internacionalmente para esta caracteristica, el cual corresponde al 80% (Jenkins &
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Grzywacz 2000). Sin embargo no se observd una tendencia clara en los resultados

numericos, con respecto a esta variable respuesta.

El diagrama de Pareto para la variable germinacion mostré que los factores que
influyeron significativamente (p= 0,0213) sobre la respuesta fueron el tiempo de
exposicion al choque de 5°C, asi como la interaccién de los factores (Figura 4-2). El
efecto de los choques de temperatura sobre la germinacion de hongos entomopatégenos
ha sido descrito por varios autores, como por ejemplo Devi et al. (2005), quienes
evidenciaron que el cambio durante 3 horas en la temperatura de incubacién, aumentd la
germinacion de B. bassiana en un 10%, lo que fue atribuido a sistemas de adaptacion

como las proteinas de estrés térmico (HSP).

Figura 4-2. Diagrama de Pareto para la influencia del tiempo de exposicion a 5°C vy el
tiempo de irradiacién a la luz UVB sobre la variable respuesta germinacion (%).

A: Tiempo de exposicion a 5°C

AB

B: Tiempo de irradiacion alaluz UVB

Efecto estandarizado

La actividad N-acetilglucosaminidasa oscil6 entre 5,05 UE y 11,09 UE, siendo la mayor
actividad para el tratamiento B, que corresponde a 6 horas de exposicion a 5°C y 5
minutos de irradiacién con luz UVB. El tratamiento codificado como | present6 la menor
actividad enzimatica con un valor de 5,05 UE, tratamiento que corresponde a los
mayores tiempos de exposicion tanto a la temperatura como a la luz UVB. Ademas, se
observé una tendencia en los datos, ya que las actividades enzimaticas mas altas se
presentaron en los tratamientos donde se implementaron los choques de temperatura y

de irradiacion mas cortos, 3 horas y 5 minutos respectivamente, evidenciandose que a
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medida que aumentd el tiempo de estrés, disminuy6 la produccién de la enzima N-

acetilglucosaminidasa.

En la figura 4-3 se presenta el diagrama de Pareto en donde se muestra claramente la
influencia de los factores evaluados sobre la variable respuesta actividad N-
acetilglucosaminidasa. La mayor influencia la mostré el factor tiempo de exposicion a la
temperatura de 5°C, seguida del factor tiempo de irradiacion con luz UVB (Figura 4-3),
teniendo los dos factores un efecto significativo sobre la actividad de dicha enzima (p =
0,0000). Segun el diagrama, la interaccion de los factores no tiene un efecto significativo

sobre esta variable respuesta.

Figura 4-3. Diagrama de Pareto para la influencia del tiempo de exposicion a 5°C y el
tiempo de irradiacion a la luz UVB sobre la variable respuesta actividad N-
acetilglucosaminidasa (UE).

A: Tiempo de exposicion a5°C

B: Tiempo de irradiacion con luz UVB

AB

0 2 4 6 8

Efecto estandarizado

Para la variable respuesta actividad (3-esterasa, el tratamiento A que corresponde a los
menores tiempos de choques térmicos y de irradiacion (3 horas y 5 minutos
respectivamente), presentd la mayor actividad con 0,75 UE y el tratamiento E que
corresponde a 6 horas de exposicion a 5°C y 10 minutos de irradiacion a la luz UVB,

presento la menor actividad con 0,28 UE.
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El analisis estadistico muestra en el diagrama de Pareto que ninguno de los factores tuvo
un efecto significativo (p = 0,5125) sobre la actividad B-esterasa (Figura 4-4). No
obstante, todos los tratamientos presentaron actividades lipoliticas superiores
comparandolas con el tratamiento control (conidios no expuestos), lo que sugiere que la

exposicion al estrés térmico y a la irradiacion UVB indujo la produccion de esta enzima.

Una alta produccion y acumulacion de esterasas es importante en el proceso de
infeccion, ya que como se menciond anteriormente, dicha enzima es la responsable de
degradar los ésteres grasos constituyentes importantes de la epicuticula, siendo éste el
primer paso enzimatico en el proceso de infeccion y penetracibn del hongo

entomopatdgeno sobre el insecto plaga (Villamizar & Cotes 2003; Ali et al. 2009a).

Figura 4-4. Diagrama de Pareto para la influencia del tiempo de exposicion a 5°C vy el
tiempo de irradiacién a la luz UVB sobre la variable respuesta actividad -esterasa (UE).

AB

B: Tiempo de irradiacion con luz UVB

A: Tiempo de exposicion a 5°C

0 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2,4
Efecto estandarizado

Con respecto a la variable respuesta eficacia, ésta oscil6 entre 80,00% y 92,86%, valores
gue superan el limite establecido para esta caracteristica, el cual es del 80% (Jenkins &
Grzywacz 2000; Ravensberg 2011), lo que sugiere que los conidios de todos los
tratamientos tienen una adecuada actividad insecticida contra el insecto plaga S.

frugiperda.
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Cabe destacar que no se observé una tendencia en el comportamiento de esta variable
con respecto a los factores evaluados, comportamiento que corresponde con el obtenido

para la variable germinacion (Tabla 14).

En la figura 4-5, la cual corresponde al diagrama de Pareto para la variable eficacia, se
evidencia que ningun factor tuvo una influencia significativa (p = 0,6204) sobre la
respuesta, lo que sugiere que la implementacion combinada de los choques de estrés
térmico y de irradiacion con luz UVB no tuvo un efecto sobre la actividad insecticida de

los conidios de NmOO06.

Figura 4-5. Diagrama de Pareto para la influencia del tiempo de exposicion a 5°C y el
tiempo de irradiacién a la luz UVB sobre la variable respuesta Eficacia (%).

A: Tiempo de exposicion a5°C

B: Tiempo de irradiacién alaluz UVB

AB

Efecto estandarizado

La combinacion de choques de estrés térmico y de irradiacién con luz UV tipo B para
potenciar ecofisiolégicamente cepas de hongos entomopatégenos ha sido poco
estudiada. Sin embargo, la implementaciéon combinada de otros tipos de estrés como el
térmico y el oxidativo ha demostrado que los microorganismos incrementan su viabilidad
y su actividad biolégica (Devi et al. 2005; Rangel et al. 2008). En el presente trabajo,
aunque la combinacién de los dos tipos de estrés no potencié la actividad biol6gica de N.
rileyi Nm0O06, si mejor6 la viabilidad expresada como germinacion, caracteristica

considerada critica en este tipo de bioproducto (Ravensberg 2011) y que en varios
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trabajo ha demostrado una correlacion directa con la eficacia (Altre et al. 1999; Yeo et al.
2003; Iskandarov et al. 2006; Petlamul & Prasertsan 2012). La alta germinacion beneficia
el proceso de infeccion, ya que con una mayor velocidad de germinacién hay una mayor
probabilidad de infectar al insecto plaga (Altre et al. 1999).

Con el programa Statgraphics® Centurion XVI.II se interpretaron las interacciones y los
efectos de los dos factores evaluados, generdndose una superficie de respuesta que
permite predecir la respuesta deseada expresada como deseabilidad (Figura 4-6). La
optimizacion de la respuesta se realizé con base en las variables germinacion y actividad

N-acetilglucosaminidasa, variables en donde la interaccion de factores fue significativa.

Figura 4-6.Superficie de respuesta para la deseabilidad de la respuesta al implementar
choques de estrés térmico a 5°C y choques de irradiacion UVB durante la fermentacién
de N. rileyi Nm0O06.

Grafico de deseabilidad
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Teniendo en cuenta que la mejor respuesta corresponde a una deseabilidad de uno (1),
se podria sugerir que para obtener las mejores caracteristicas en los conidios de N. rileyi
NmO006 (rendimiento, germinacion, actividad N-acetilglucosaminidasa, p-esterasa y

eficacia), tanto el choque térmico como el choque de irradiacion UVB deben tender hacia
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el nivel -1, es decir a los menores tiempos de exposicion para cada factor. En ese
sentido, el analisis realizado generé un modelo de prediccion que establecié los valores
Optimos para cada factor, que permitirian maximizar la respuesta en todas las variables.
Los niveles 6ptimos segun el modelo correspondieron a 3,45 horas de exposicion a 5°C y

a 5 minutos de irradiacion con luz UVB (Figura 4-6) con un ajuste del 0,9324.

Establecido los niveles Optimos para cada factor de estrés se realizd la validacién del
punto 6ptimo. Para esto, se realizaron tres lotes de produccion masiva de N. rileyi Nm006
implementando el choque térmico a 5°C durante 3,45 horas y el choque de irradiacion
con luz UVB durante 5 minutos. La comparacion entre los valores estimados por el
modelo y los valores experimentales se describen en la tabla 4-15, donde se presenta el
margen de error entre el valor estimado por el modelo y los valores experimentales, el

cual se calcul6 mediante la ecuacion descrita por Sankalia et al. (2004):

Valor estimado por modelo — Valor experimental
Margen de error = [( - )] * 100
Valor estimado por el modelo

Segun la prediccion, la respuesta que se debia obtener al implementar los valores
Optimos establecidos para cada factor de estrés, correspondian a un rendimiento de 2,05
x 10° conidios/g de sustrato himedo, una germinaciéon del 92,45%, una actividad N-
acetilglucosaminidasa del 8,90 UE, una actividad B-esterasa del 0,48 y una eficacia del
92,4%. Al realizar la validacion con tres lotes de produccién se evidencié que los valores
obtenidos no fueron significativamente diferentes de los estimados por el modelo de
predicciéon (p > 0,05) (Tabla 4-15), encontrdndose una alta correlacion entre el valor
tedrico y el experimental, ya que para todas las variables respuestas el margen de error

estimado fue inferior al 10% como lo establecieron Sankalia y colaboradores en 2004.
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Tabla 4-15. Validacion del punto 6ptimo establecido por el modelo de prediccion para la
implementacion de los factores de estrés durante la produccion masiva de N. rileyi

NmOO6.
Valor Margen
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio SD estimado por de error
el modelo %

Rendimiento
(Conidios/g himedo 1,95 x 10° 1,85x10° 2,10x10° 1,97x10° 0,027  2,05x10° 3,90
de sustrato)

Germinacion (%) 90,4 93,45 92,34 92,06 1,54 92,45 0,42
Actividad N-
acetilglucosaminidas 8,92 7,45 8,46 8,27 0,75 8,90 7,07
a (UE)
A"t""dafu'é')esmrasa 0,56 0,45 0,40 0,47 0,08 0,48 2,08
Eficacia (%) 94,86 94,86 100 96,57 2,96 92,4 451

Los valores experimentales obtenidos con los conidios provenientes de los tres lotes de
produccion en donde se implementaron los choques de estrés, se compararon con las
caracteristicas de los conidios provenientes de las fermentaciones sin la implementaciéon

de choques de estrés (tratamiento control), resultados que se describen en la tabla 4-16.

Tabla 4-16. Comparacion entre las caracteristicas de los conidios provenientes de
fermentaciones con y sin implementacion de choques de estrés.

Rendimiento Actividad N- Actividad B-

Fermentacién (Conidios/g Germinacion acetilglucosamini esterasa Eficacia
humedo de (%) (%)
dasa (UE) (UE)
sustrato)
Con choques de 1,97 x10° *a 92.06 a 827 a 047 a 96.57 a
estrés
Sin choques de estrés 1,48 x 10° b 90,41 b 758a 0.26 a 86.67 b

(tratamiento control)

*El analisis se realiz6 independientemente para cada variable respuesta. Tratamientos con la
misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba de DMS al 95%.
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Los conidios provenientes de las fermentaciones en donde se implementaron los
choques establecidos como 6ptimos presentaron valores significativamente superiores
para las variables rendimiento (F=47,4, gl=1, p=0,0023), germinacion (F=42,5, gl=1,
p=0,0035) y eficacia (F=33,1, gl=1, p=0,0045), en comparacion con los resultados
obtenidos para el tratamiento control. Por el contrario, las actividades enzimaticas (N-
acetilglucosaminidasa y B-esterasa) no fueron significativamente diferentes entre los dos

tratamientos (Tabla 4-16).

Estos resultados confirman que la implementacion combinada de los choques de estrés
térmico y de luz UVB durante los tiempos estimados por el modelo de prediccién,
potencializaron las caracteristicas rendimiento, germinacion y actividad biolégica de los
conidios de N. rileyi Nm006. La mejora en estas caracteristicas favorece el desarrollo
tecnoldgico del bioplaguicida a base de este hongo entomopatégeno. En ese sentido,
varios autores argumentan que un aislamiento que sea facil de cultivar con altos
rendimientos y que presente una alta viabilidad y actividad biolégica, es un candidato
promisorio para ser utilizado como agente de control biolégico en condiciones de campo
(Evans & Hywel-Jones 1997; Charnley & Collins 2007; Khachatourians & Qazi 2008; St
Leger et al. 2011).

Con base en los resultados, se decidié implementar los choques de estrés térmico a 5°C
durante 3,45 horas y el choque de irradiacion con luz UVB durante 5 minutos en la
fermentacion de N. rileyi Nm006, con miras a la produccién del principio activo de un

bioplaguicida formulado como un concentrado emulsionable (CE).

4.4 Estabilidad en condiciones de almacenamiento del
bioplaguicida a base de conidios de N. rileyi (NmO0O0G6)
provenientes de fermentaciones con implementacion de
choques de estrés.

La potenciacion ecofisioldgica de los conidios de N. rileyi mediante el uso de factores

abidticos de estrés, ademéas de evidenciarse en las caracteristicas determinadas
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anteriormente (numeral 4.3), podria también expresarse en la tolerancia del
microorganismo a condiciones de almacenamiento, estabilidad considerada critica en la
comercializacion de bioplaguicidas a base de hongos entomopatdégenos (Ravensberg
2011).

Teniendo en cuenta lo anterior, se elabor6 un bioplaguicida formulado como un
concentrado emulsionable (CE), utilizando como principio activo los conidios
provenientes de fermentaciones en donde se implementaron los choques de estrés
establecidos como 6ptimos. Dicho producto y el mismo bioplaguicida (CE) utilizando
como principio activo los conidios provenientes de una fermentacién sin implementacién
de choques de estrés, ademas de dos tratamientos controles correspondientes a conidios
sin formular provenientes de fermentaciones con y sin choques de estrés, fueron
utilizados en un estudio de estabilidad en almacenamiento. En la tabla 4-17 se describen

los tratamientos y sus correspondientes codificaciones.

Tabla 4-17. Tratamientos evaluados en el estudio de estabilidad bajo condiciones de
almacenamiento.

Producto Tipo de fermentacion Tratamiento

Con implementacion de CE-1

Bioplaguicida formulado choques de estrés

como concentrado

emulsionable (CE) Sin choques de estrés CE-2
Con implementacion de CSE-1

. . choques de estrés

Conidios sin Formular

Sin choques de estrés CSF-2

A la temperatura de almacenamiento de 8°C, el bioplaguicida a base de los conidios
producidos bajos choques de estrés (CE-1) present6 una germinacion inicial del 92,9%,
valor que después de tres meses no disminuy6 significativamente. En cuanto al
bioplaguicida a base de los conidios producidos sin choques de estrés (CE-2), recién
manufacturado presentd una germinacion del 87,3% que después de tres meses

disminuyé hasta el 82,5% (Figura 4-7). Con respecto a los conidios sin formular, los
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producidos bajo choques de estrés (CSF-1) presentaron una germinacion inicial del
90,53% y después de tres meses de almacenamiento una germinacion del 52,7%, valor
significativamente inferior (F=20,1, gl=15, p=0,0000) al presentado inicialmente. Un
comportamiento similar al de los conidios sin formular provenientes de las
fermentaciones sin choques (CSF-2), ya que antes de ser almacenados presentaron una
germinacion del 89,0% y después de tres meses de almacenamiento presentaron una
germinacion significativamente inferior a la inicial (55,1%) (F=20,1 ,gl=15, p=0,0000)
(Figura 4-7).

Estos resultados permiten sugerir que el almacenamiento a 8°C, no afect6 la estabilidad
de los bioplaguicidas a base de N. rileyi Nm006, independientemente del tipo de principio
activo utilizado, ya que éstos no presentaron una reduccion significativa en la
germinacion durante los tres meses de evaluacién. Por el contrario, los conidios sin
formular fueron inestables en el tiempo con pérdidas significativas en la viabilidad (Figura
4-7).

Figura 4-7. Estabilidad de los bioplaguicidas y conidios sin formular a base de N. rileyi
NmO0O06 producidos en fermentaciones con y sin choques de estrés almacenado a 8°C.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba
de Tukey al 95%.
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Cuando el almacenamiento se realizé a 18°C, el bioplaguicida a base de los conidios
producidos bajo choques de estrés (CE-1) presentdé una germinacion inicial del 92,9%,
valor que no disminuy6 significativamente a través del tiempo. Con respecto al
bioplaguicida a base de los conidios sin choques de estrés (CE-2), este producto recién
manufacturado present6 una germinacion del 87,3% y después de uno, dos y tres meses
de almacenamiento presentd germinaciones del 86,1%, 81,2 y del 77,5%
respectivamente (Figura 4-8). Aunque la germinacion obtenida después de tres meses de
almacenamiento, no es significativamente inferior a la inicial, ésta si es inferior al limite
de control de calidad establecido para esta caracteristica que es del 80% (Jenkins &
Grzywacz 2000; Ravensberg 2011). Este resultado sugiere que este bioplaguicida no fue
estable a esta temperatura durante el tiempo del estudio. Una germinacion superior al
80%, garantiza que mas del 80% de los conidios del hongo son capaces de germinar
rapidamente si se encuentran en condiciones de humedad y temperatura adecuadas, lo
gue asegura que el producto tendra un rapido efecto sobre la poblacion del insecto
blanco en condiciones de campo (Ravensberg 2011).

Figura 4-8. Estabilidad de los bioplaguicidas y conidios sin formular a base de N. rileyi
NmOO06 producidos en fermentaciones con y sin choques de estrés almacenados a 18°C.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba
de Tukey al 95%.
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A la misma temperatura de almacenamiento (18°C), los tratamientos correspondientes a
los conidios sin formular presentaron una pérdida drastica en la viabilidad expresada
como germinacién (%). Antes del almacenamiento, los conidios sin formular obtenidos de
la fermentacién con implementacion de choques de estrés (CSF-1) presentaron una
germinacion inicial del 90,5% y después de un mes de almacenamiento del 84,4%. A
partir del segundo mes del estudio, se obtuvieron germinaciones significativamente
inferiores (F=20,1, gl=15, p=0,000), con valores del 63,9% y del 31,6% en el segundo y
tercer mes de almacenamiento respectivamente. Los conidios sin formular obtenidos de
las fermentaciones sin choques de estrés (CSF-2) presentaron un comportamiento
similar, pero la pérdida de la viabilidad fue mas drastica, con una germinacion inicial del

89,0% y del 22,5% después de tres meses de almacenamiento (Figura 4-8).

A 28°C se observé para todos los tratamientos un descenso en la capacidad de
germinacion del principio activo (Figura 4-9). Por ejemplo, el bioplaguicida a base de
conidios producidos en la fermentacion con choques de estrés (CE-1) presentd una
germinacion inicial del 92,9%, la cual disminuyé significativamente a partir del segundo
mes de almacenamiento (F=103, gl=15, p=0,0000), llegando al 71,8%, y descendiendo
después de tres hasta el 39,3%, valor significativamente inferior en comparacién con el

inicial.

El bioplaguicida a base de los conidios producidos sin choques de estrés (CE-2), recién
manufacturado presentdé una germinacion del 87,3%, caracteristica que también
disminuyé significativamente a partir del segundo mes de almacenamiento, presentando
al final del estudio una germinacion del 22,4%, valor significativamente inferior al inicial.
En el caso de los tratamientos controles (conidios sin formular), éstos presentaron
pérdidas significativas en la germinacién a partir del primer mes de almacenamiento
(Figura 4-9), siendo éstas estadisticamente superiores a las presentadas por sus

respectivos productos formulados, lo que evidencia un efecto positivo de la formulacion.

Los conidios sin formular obtenidos de la fermentacion con choques (CSF-1) presentaron
una germinacion inicial del 90,5% vy del 72,9%, 44,9% y del 8,55% durante el primero,

segundo y tercer mes de almacenamiento respectivamente. Los conidios sin formular
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producidos sin choques de estrés (CSF-2) presentaron una germinacion del 89,0% antes
del almacenamiento, la cual disminuyd progresivamente hasta valores del 76,5%, 29,4%

y 6,7% en el primer, segundo y tercer mes de almacenamiento (Figura 4-9).

Figura 4-9. Estabilidad de los bioplaguicidas y conidios sin formular a base de N. rileyi
NmO0O06 producidos en fermentaciones con y sin choques de estrés almacenados a 28°C.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba
de Tukey al 95%.
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Para todos los tratamientos se evidencié que a medida que aumentoé la temperatura y el
tiempo de almacenamiento disminuyé la capacidad de germinacion, lo que sugiere que
los dos factores son criticos en la estabilidad del microorganismo, comportamiento que
ha sido descrito para diferentes agentes de control biolégico (Lawrie et al. 2001; Costa et
al. 2002; Kinay & Yildiz 2008; Chen et al. 2008; Santos et al. 2012). Este efecto negativo
de las altas temperaturas sobre la viabilidad de los microorganismos durante el
almacenamiento podria deberse a que a mayor temperatura existe una mayor reactividad
de las moléculas, presentdndose reacciones o procesos de degradacion de los auxiliares
de formulacién, cuyos productos pueden ser toxicos para el principio activo (Chen et al.
2008). De igual manera, el metabolismo celular puede permanecer activo a una
temperatura alta, lo que causa que los conidios almacenen metabolitos toxicos que
reducen drasticamente la viabilidad (Lawrie et al. 2001).
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Por ejemplo en el estudio de Shabana et al. (2003) donde se evalué la viabilidad de un
bioherbicida a base de Fusarium oxysporum durante 12 meses de almacenamiento a 3°C
y 25°C, se present6 una reduccion de la viabilidad del 7% y del 45% para cada
temperatura respectivamente. Los autores atribuyeron este resultado a que en la
temperatura de 25°C, el metabolismo celular del microorganismo pudo estar activo. De
igual manera, Ferndndez y colaboradores (2012) evidenciaron que los conidios de
Trichoderma harzianum almacenados a 4°C y 25°C, presentaron una disminucién
significativa de la viabilidad cuando fueron almacenados a 25°C. Resultados similares
obtuvieron Abadias et al. (2003), al evaluar la viabilidad de la levadura Candida sake a
dos temperaturas (4°C y 25°C) observando que la viabilidad fue mas estable cuando el
almacenamiento se realiz6 a la menor temperatura (4°C). De igual manera, los autores
observaron que el numero de células viables disminuyé rapidamente a partir del décimo

dia de almacenamiento a la mayor temperatura (25°C).

En el presente trabajo también se evidencio el efecto positivo de la formulacién sobre los
conidios sin formular, ya que en todas las temperaturas los conidios sin formular
presentaron una mayor reduccién en la viabilidad en comparacién con los conidios
formulados, independientemente del tipo de fermentacién implementada (con o sin
choques). Por ejemplo, los conidios sin formular producidos bajo choques de estrés
presentaron después de tres meses, una reduccion de la viabilidad del 38,2%, 74,2% y
del 92,1% a las temperaturas de 8°C, 18°C y 28°C respectivamente. Mientras que a las
mismas temperaturas, el bioplaguicida formulado con los conidios producidos bajo
choques de estrés presentd una reducciones del 5,4%, 10,8% y 58,1% después de tres
meses a las mismas temperaturas. Estos resultados permiten sugerir que el proceso de
manufactura y los excipientes de formulacion no afectaron la fisiologia del
microorganismo y por el contrario le confirieron estabilidad bajo las condiciones de estrés

gue genera el almacenamiento.

El efecto positivo de la formulacién sobre agentes de control biolégico ha sido descrito
por diferentes autores, como Santos y colaboradores (2012), quienes evaluaron la
estabilidad de los conidios sin formular y de dos formulaciones a base de T. koningiopsis

y T. asperellum almacenados a 8°C, 18°C y 28°C durante 18 meses. Los autores
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observaron un efecto protector de las formulaciones sobre los conidios, ya que la vida util
de los conidios sin formular fue inferior a la de los conidios formulados en todas las
temperaturas evaluadas. Los autores atribuyeron este efecto a la seleccién adecuada de
los excipientes utilizados en las formulaciones. Melin et al. (2006) evaluaron la viabilidad
y la concentracion de formulados liquidos a base de la levadura Pichia anomala,
almacenados a diferentes temperaturas y a los cuales se les incorporaron sustancias
protectoras de la desecacion. En este trabajo la formulacion presentd entre un 75% y un
90% de viabilidad después de 4 semanas de almacenamiento a 4°C y 10°C,
respectivamente. Sin embargo, la incorporacion de lactosa o trehalosa aument6 la
viabilidad después de 12 semanas de almacenamiento en todas las temperaturas
evaluadas (-20°C a 30°C), efecto que posiblemente se debié a que estas sustancias
estabilizaron las proteinas y los lipidos de la membrana celular aumentado la viabilidad

del microorganismo.

El efecto de los choques de estrés sobre la estabilidad del bioplaguicida y de los conidios
sin formular de N. rileyi NmO0O06 fue positivo, ya que los dos tratamientos presentaron una
menor reduccién de la viabilidad en todas las temperaturas, en comparacién con los
tratamientos en donde no se implementaron los choques de estrés. Cabe destacar que el
bioplaguicida a base de los conidios producidos bajo condiciones de estrés fue estable
durante los tres meses del estudio a las temperaturas de 8°C y 18°C, ya que no present6
una disminucion significativa en la viabilidad y los valores de germinacion fueron
superiores al limite de aceptacién establecido en el control de calidad del bioproducto
para esta caracteristica. Por el contrario, el bioplaguicida a base de los conidios
provenientes de la fermentacion convencional sin choques, solamente fue estable por
tres meses a 8°C, no presentando una reduccion significativa en la germinacion vy
manteniendo esta caracteristica por encima del limite del 80% (Jenkins & Grzywacz
2000). Este resultado sugiere que la implementacion de choques de estrés durante el
proceso de fermentacion de N. rileyi mejor6 la estabilidad en condiciones de
almacenamiento, aumentando la vida util del bioplaguicida a por lo menos tres meses de

almacenamiento a 18°C.

Con respecto a la estabilidad de la variable actividad bioldgica expresada como eficacia,

los resultados se describen en la tabla 4-18.
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Tabla 4-18. Estabilidad de la eficacia (%) de los bioplaguicidas y los conidios sin formular
de N. rileyi almacenados durante 3 meses a 8°C, 18°C y 28°C.

Temperatura de Tiempo de almacenamiento

almacenamiento Tratamiento (meses)

(°C) 0 3
CE-1 100 *a 100 a

8°C CE-2 94,1 a 100 a
CSF-1 96,4 a 100 a
CSF-2 100 a 80,9 b
CE-1 100* a 100 a

18°C CE-2 94,1 a 100 a
CSF-1 96,4 a 82,1b
CSF-2 100 a 60,7 c
CE-1 100 *a 89,9 a

28°C CE-2 94,1 a 78,6 b
CSF-1 96,4 a 53,6 ¢C
CSF-2 100 a 35,7d

*El analisis estadistico se realiz6 independientemente para cada temperatura de almacenamiento.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segin la prueba de Tukey
al 95%.

Los bioplaguicida formulados a base de los conidios con y sin choques de estrés fueron
estables después de tres meses de almacenamiento a 8°C, ya que no presentaron una
pérdida significativa de la actividad insecticida. En el caso de los conidios sin formular,
los provenientes de fermentaciones con implementacion de choques de estrés
presentaron una eficacia inicial del 96,4% que no disminuyé significativamente a través
del tiempo, mientras que los conidios producidos sin choques de estrés mostraron una
disminucion significativa de la eficacia (F=2,66, gl=7,p=0,0490) después de tres meses
de almacenamiento (Tabla 4-18).

Cuando los tratamientos se almacenaron a 18°C, solamente los bioplaguicidas
formulados (CE-1 y CE-2) fueron estables en el tiempo, ya que no presentaron una
disminucion significativa de la eficacia. Los dos tratamientos correspondientes a los
conidios sin formular si evidenciaron en efecto negativo del almacenamiento con una

reduccion significativa en la actividad biologica (F=40,1, gl=7, p=0,0000). En ese sentido,
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los conidios producidos con choques térmicos presentaron una reduccion de la eficacia
del 14,3% vy los conidios provenientes de fermentaciones sin choques de estrés

presentaron una reduccidn mas drastica correspondiente al 39,3%.

A 28°C, se evidencié para todos los tratamientos una disminucién en la actividad
biologica, siendo mayor la pérdida en los conidios sin formular al igual que se observo
con las demas temperaturas de almacenamiento. El Gnico tratamiento que no presentd
una reduccion significativa de la eficacia fue el bioplaguicida formulado a base de los
conidios provenientes de fermentaciones con choques de estrés (CE-1), con una
reduccion del 10,1% de la eficacia después de los tres meses de almacenamiento. Por el
contrario, el bioplaguicida formulado a base de los conidios sin choques de estrés (CE-2),
present6 una disminucioén significativa en la actividad biolégica (15,5%) con una eficacia
final del 78,6%, que indica que este producto no fue estable bajo estas condiciones de

almacenamiento.

Los dos tratamientos correspondientes a los conidios sin formular (CSF-1 y CSF-2) no
fueron estables después de tres meses de almacenamiento a 28°C, ya que presentaron
eficacias finales significativamente inferiores a las iniciales (F=29,1, gl=7,p=0,000) (Tabla
4-18).

Los resultados de actividad biolégica permitieron evidenciar que a medida que aumenté
la temperatura y el tiempo de almacenamiento, disminuyé la eficacia de los conidios de
N. rileyi NmO006. El efecto que ejerce la temperatura de almacenamiento sobre la
actividad biocontroladora, esté directamente relacionado con la pérdida de viabilidad del
principio activo, ya que a temperaturas altas el metabolismo celular del principio activo se
activa, dando como resultado la disminucién de la viabilidad, el agotamiento nutrientes y

la produccion de metabolitos téxicos para la célula (Sabaratnam & Traquair 2002).

Un ejemplo de lo anterior es el estudio realizado por Chen et al. (2008), quienes
evaluaron la estabilidad de un bioinsecticida a base de Lecanicillium lecanii bajo
condiciones de almacenamiento durante seis meses. Los autores observaron una

disminucion en la infeccion sobre Trialeurodes vaporariorum, pasando del 86,3% al
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55,4% después de seis meses de almacenamiento a 35°C. Estos resultados se
atribuyeron a la drastica disminucién en la viabilidad de los conidios, evidenciandose a
dicha temperatura que la germinacion disminuyé drasticamente, a diferencia de los
productos almacenados a temperaturas inferiores a 15°C. En otro estudio, Li y Tian
(2006), evidenciaron que las células de Cryptococcus laurentii almacenadas a 4°C
redujeron la incidencia y el didmetro de lesion causadas por Penicillium expansum en
frutos de manzana infectados, a diferencia de las células de la levadura almacenadas a
25°C con las se obtuvieron valores mayores de incidencia y diametro de lesion,
concluyendo que a mayor temperatura de almacenamiento, menor estabilidad de la

actividad antagonista del microorganismo biocontrolador.

En el presente trabajo, el bioplaguicida a base de los conidios provenientes de las
fermentaciones con choques de estrés fue estable biolégicamente durante los tres meses
del estudio a las tres temperaturas evaluadas (8°C, 18°C y 28°C), ya que no presenté
una pérdida significativa en la eficacia y ésta se mantuvo en niveles superiores al 80%,
considerado como el limite de aceptacién para esta caracteristica (Jenkins & Grzywacz
2000). Por el contrario, el bioplaguicida en donde el principio activo fueron los conidios
sin choques de estrés, solamente fue estable a las temperaturas de 8°C y 18°C, ya que a
28°C presenté una reduccion significativa de la eficacia y ésta se redujo a valores por
debajo del 80%. Este resultado permite sugerir que los choques de estrés tuvieron un
efecto positivo sobre la estabilidad biolégica de los conidios de N. rileyi NmO0O6,

resultados que concuerdan con lo descrito en el estudio de estabilidad de la germinacion.

El bioplaguicida a base de los conidios provenientes de las fermentaciones con
implementacién de choques de estrés (CE-1) fue estable durante tres meses de
almacenamiento a temperaturas de 8°C y 18°C, mientras que el bioplaguicida
convencional a base de los conidios sin choques de estrés (CE-2) solamente cumplié con
los estédndares de calidad de germinacion y de eficacia cuando fue almacenado a 8°C. La
implementacion de los choques combinados de temperatura y de luz UVB desarrollados
en el presente trabajo, permitieron producir conidios mas tolerantes a las condiciones de
almacenamiento, lo cual es una ventaja tecnoldgica, ya que el bioplaguicida optimizado

podria ser almacenado por lo menos durante tres meses a temperaturas inferiores a
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18°C sin utilizar cadena de frio, que aumenta considerablemente los costos durante la

comercializacion.

A nivel mundial no se encuentra registrados productos a base de N. rileyi (Devi & Prasad
2001; Copping 2009; EPA 2012), debido a las dificultades para la produccién masiva y a
la baja tolerancia de sus conidios a las condiciones drasticas del almacenamiento. Sin
embargo, la potenciacion ecofisiologica lograda con las condiciones de estrés
establecidas en el presente trabajo es una nueva herramienta que puede ser
implementada en el proceso de manufactura en planta, con miras a producir un
bioplaguicida de mayor calidad y con un alto potencial para ser registrado y

comercializado para el control del gusano cogollero del maiz S. frugiperda.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La implementacion de choques térmicos a 5°C y 45°C durante la fermentacion de N. rileyi
NmO0O06 influencié positivamente la germinacion y la actividad B—esterasa de los conidios
de N. rileyi Nm0O06.

Los choques de estrés con luz ultravioleta tipo B, implementados durante un maximo de
5 minutos, mejoraron la germinacion, la eficacia, la actividad B—esterasa y la actividad N-

acetilglucosaminidasa de los conidios de N. rileyi NmOOQG6.

Un choque térmico a 5°C durante 3,45 horas y un choque de irradiacién con luz UVB
durante 5 minutos fueron seleccionados para ser implementados de forma combinada en
la fermentacion de N. rileyi Nm0O06, por potenciar las variables rendimiento, germinacion

y eficacia.

La interaccion entre los factores de estrés seleccionado (temperatura y luz UVB) mejoro
la esporulaciéon (rendimiento) y permitié obtener un principio activo mas tolerante a las

condiciones de almacenamiento.

El bioplaguicida a base de conidios de N. rileyi Nm006 producidos bajo las condiciones
de estrés seleccionadas en el presente trabajo puede ser almacenado al menos durante
tres meses a 18°C, manteniendo estables sus caracteristicas microbiolégicas y

bioldgicas; siendo méas estable en comparacion con el bioplaguicida convencional.
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5.2 Recomendaciones

Implementar la combinacién de choques térmicos y de luz ultravioleta seleccionados en

la produccion masiva de N. rileyi NmO0O6.

Continuar con el estudio de estabilidad en almacenamiento por lo menos durante 12
meses, para determinar la vida util real del bioplaguicida a las tres temperaturas

evaluadas.

Determinar la eficacia en condiciones de campo del bioplaguicida a base de los conidios

de N. rileyi Nm0O06 producidos bajo los choques de estrés.

Realizar estudios de factibilidad econémica para la produccion del bioplaguicida a base
de N. rileyi NmO006.

Integrar el uso del bioplaguicida a base de N. rileyi en un Programa de Manejo Integrado
de Spodoptera frugiperda.



A. Anexo: Medios de cultivo

Para preparar Un (1) litro
AGAR YM (Extracto de Malta + Extracto de levadura):

Extracto de Malta: 3 g.
Peptona: 34.
Agar: 189






B.
enzimatica

Anexo: Curvas

Curva de calibracién p-nitrofenol.

de calibracion

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva

(mmoles/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.1998 0.1305 0.161 0.148 0.1325 0.131 0.1255 0.132 0.1355 0.1485 0.136
0.3996 0.2525 0.2515 0.2775 0.293 0.247 0.248 0.2575 0.2585 0.224 0.2475
0.5995 0.3775 0.3865 0.3855 0.377 0.3795 0.37 0.3755 0.3865 0.394 0.376
0.9999 0.568 0.6045 0.5495 0.5535 0.597 0.572 0.598 0.531 0.603 0.605
1.4952 0.902 0.9 0.902 0.92 0.915 0.882 0.87 0.902 0.8885 0.881
1.5987 0.9525 0.9625 0.959 0.968 0.9715 0.939 0.9415 0.929 0.9695 0.957
1.9984 1.1495 1.196 1.178 1.22 11985 1.208 1.181 1.1525 1.1185 1.1515

Simple Regression Plot
1.5 4

absorvanc

0.5

1.0 15

concentra

absorvanc = 0.0151 + 0.5841 " concentra 95% conf and pred intervals

2.0
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Curva de calibracion p-nitroanilida

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva Curva

(mmoles/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.362 0.098 0.0775 0.1355 0.096 0.0995 0.0885 0.112 0.0995 0.0895 0.1085
1.086 0.259 0.28 0.2885 0.2765 0.282 0.2675 0.295 0.227 0.252 0.282
1.810 0.467 0.436 0.411 0.4765 0.473 0.4745 0.4865 0.4875 0.4845 0.5005
2.172 0.586 0.581 0.5015 0.615 0.597 0.561 0.565 0.622 0.5555 0.603
2.534 0.675 0.656 0.659 0.7035 0.666 0.699 0.6805 0.7175 0.695 0.724
3.258 0.8895 0.921 0.895 0.9155 0.885 0.8775 0.9195 0.8995 0.9325 0.8985

Simple Regression Plot

1.0
0.8 -

2 06

S

5 +

5]

2 041
0.2 4
0.0 4

0.0 0.7 1.4 2.1 2.8 358

concentra

absorvanc = -0.0108 + 0.2750 * concentra 95% conf and pred intervals




C. Anexo. Analisis estadisticos

OBJETIVO 1 - CHOQUES DE TEMPERATURA

Variable rendimiento

Anova

Source DF SS MS F P
Between 4 0.00323 0.00081 0.08 0.9861
Within 10 0.09853 0.00985

Total 14 0.10177

Grand Mean 9.2144 CV 1.08
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 5.73 4 0.2204
Cochran's Q 0.4171
Largest Var / Smallest Var 108.14

Component of variance for between groups -0.00302
Effective cell size 3.0

Variable Mean

C15 9.2387

C35 9.2199

C45 9.2100

C5 9.2091

sin 9.1942

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 0.0573
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0810

Variable germinacién

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 4 474.139 118.535 12.0 0.0008
Within 10 99.106 9.911

Total 14 573.244



92 Potenciacién ecofisiolégica de conidios de Nomuraea rileyi mediante factores

abidticos de estrés

Grand Mean 80.753 CV 3.90
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.90 4 0.4200
Cochran's Q 0.4690
Largest Var / Smallest Var 35.886

Component of variance for between groups 36.2080
Effective cell size 3.0

Variable Mean

C15 75.397

C35 72.797

C45 86.590

C5 83.067

sin 85.913

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 1.8176
PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
C45 86.590 A

sin 85.913 A

C5 83.067 AB

C15 75.397 BC

C35 72797 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.5704
Critical Q Value 4.655 Critical Value for Comparison 8.4602
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Variable N-acetilglucosaminidasa

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 4 8.0313 2.00781 2.65 0.0571
Within 25 18.9561 0.75824

Total 29 26.9873

Grand Mean 4.3423 CV 20.05
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 13.2 4 0.0103
Cochran's Q 0.5794
Largest Var / Smallest Var 19.786



Component of variance for between groups 0.20826
Effective cell size 6.0

Variable Mean

C15 5.1500

C35 4.2933

C45 4.1483

C5 3.5667

Sin 4.5533

Observations per Mean 6

Standard Error of a Mean 0.3555
Std Error (Diff of 2 Means) 0.5027

PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
C15 5.1513 A

sin 4.5533 AB

C35 4.2940 AB

C45 4.1478 AB

C5 3.5647 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.5028
Critical Q Value 4.154  Ciritical Value for Comparison 1.4768
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Variable B-esterasa

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 4 0.68430 0.17107 9.54 0.0001
Within 25 0.44832 0.01793

Total 29 1.13262

Grand Mean 0.3883 CV 34.48
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 10.1 4 0.0395
Cochran's Q 0.6045
Largest Var / Smallest Var 17.062

Component of variance for between groups 0.02552
Effective cell size 6.0

Variable Mean
C15 0.4550
C35 0.6100
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C45 0.4083

C5 0.3133

Sin 0.1550

Observations per Mean 6

Standard Error of a Mean 0.0547
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0773

PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
C35 0.6100 A

Ci15 0.4550 AB

C45 0.4083 AB

C5 0.3133 BC

Sin 0.1550 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0773
Critical Q Value 4.154  Critical Value for Comparison 0.2271
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Variable Actividad Biologica

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 4 3217.67 804.419 14.0 0.0004
Within 10 575.76 57.576

Total 14 3793.44

Grand Mean 71.526 CV 10.61

At least one group variance is near zero,
variance-equality tests cannot be computed.

Component of variance for between groups 248.947
Effective cell size 3.0

Variable Mean

T5 81.040

Tcontrol 86.670

t15 56.363

t35 51.323

t45 82.233

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 4.3809
Std Error (Diff of 2 Means) 6.1955
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PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
SC 88.453 A

T45 84.603 AB

T5 76.903 AB

T15 62.177 AB

T35 57.810 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 8.5234
Critical Q Value 4.655 Ciritical Value for Comparison 28.054

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

OBJETIVO 1 - CHOQUES CON LUZ ULTRAVIOLETA

Variable rendimiento

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 6 1.78089 0.29681 17.9 0.0000
Within 14 0.23202 0.01657

Total 20 2.01290

Grand Mean 8.7988 CV 1.46
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 9.76 6 0.1352
Cochran's Q 0.4873
Largest Var / Smallest Var 235.21

Component of variance for between groups 0.09341
Effective cell size 3.0

Variable Mean

CC 9.1671

T10 8.9566

T15 8.9628

T30 8.6665

T5 9.0460

T60 8.4374

T90 8.3551

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 0.0743
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1051
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PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
CcC 9.1671 A

T5 9.0460 A

T15 8.9628 AB

T10 8.9566 AB

T30 8.6665 BC

T60 8.4374 C

T90 8.3551 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1051
Critical Q Value 4.832  Critical Value for Comparison 0.3591
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Variable germinacién

ANOVA

Between 3 636.389 212.130 15.7 0.0010
Source DF SS MS F P
Between 6 526.126 87.6877 8.17 0.0006
Within 14 150.179 10.7270

Total 20 676.305

Grand Mean 86.019 CV 3.81
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.76 6 0.8380
Cochran's Q 0.3702
Largest Var / Smallest Var 8.4252

Component of variance for between groups 25.6536
Effective cell size 3.0

Variable Mean

C 91.727

T10 88.000

T15 85.627

T30 86.490

T5 89.733

T60 85.697

T90 74.857

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 1.8909
Std Error (Diff of 2 Means) 2.6742
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PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
C 91.727 A

T5 89.733 A

T10 88.000 A

T30 86.490 A

T60 85.697 A

T15 85.627 A

T90 74.857 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.6742
Critical Q Value 4.832  Critical Value for Comparison 9.1364
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Variable N-acetilglucosaminidasa

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 6 3.02575 0.50429 6.28 0.0001
Within 35 2.80950 0.08027

Total 41 5.83525

Grand Mean 0.4448 CV 63.70
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 22.6 6 0.0010
Cochran's Q 0.3195
Largest Var / Smallest Var 36.005

Component of variance for between groups 0.07067
Effective cell size 6.0

Variable Mean
control 0.2583

t10 0.4950

t15 0.1133

t30 0.6267

t5 0.9567

t60 0.1967

t90 0.4667

Observations per Mean 6

Standard Error of a Mean 0.1157
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1636
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PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
t5 0.9567 A

t30 0.6267 AB

t10 0.4950 ABC

t90 0.4667 ABC

control 0.2583 BC

t60 0.1967 BC

t15 0.1133 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1636
Critical Q Value 4.421 Critical Value for Comparison 0.5113
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Variable B-esterasa

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 6 110.659 18.4432 15.7 0.0000
Within 35 41.081 1.1737

Total 41 151.740

Grand Mean 6.0455 CV 17.92
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 19.7 6 0.0032
Cochran's Q 0.3444
Largest Var / Smallest Var 35.501

Component of variance for between groups 2.87825
Effective cell size 6.0

Variable Mean
control 7.5883

t10 7.0083

t15 5.5067

t30 5.0050

t5 8.7317

t60 4.3433

t90 4.1350

Observations per Mean 6

Standard Error of a Mean 0.4423
Std Error (Diff of 2 Means) 0.6255
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PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
t5 0.9567 A

t30 0.6267 AB

t10 0.4950 ABC

t90 0.4667 ABC

control 0.2583 BC

t60 0.1967 BC

t15 0.1133 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1636
Critical Q Value 4.421  Critical Value for Comparison 0.5113

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another

Variable Actividad Biologica

ANOVA

Source DF SS MS F P
Between 6 2240.66 373.443 6.28 0.0022
Within 14 832.70 59.478

Total 20 3073.36

Grand Mean 78.560 CV 9.82
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 45.1 6 0.0000
Cochran's Q 0.8270
Largest Var / Smallest Var 2.582E+06

Component of variance for between groups 104.655
Effective cell size 3.0

Variable Mean
control 88.457

t10 86.670

t15 81.667

t30 78.150

t5 87.857

t60 67.857

t90 59.263

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 4.4527
Std Error (Diff of 2 Means) 6.2970
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PRUEBA DE COMPARACION DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups

control 88.457 A
t5 87.857 A
t10 86.670 A
t15 81.667 A
t30 78.150 AB
t60 67.857 AB
t90 59.263 B
Alpha 0.05

Critical Q Value 4.832

Standard Error for Comparison 6.2970

Critical Value for Comparison 21.514
There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

OBJETIVO 2 - DISENO FACTORAIL MULTINIVEL

ANALISIS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Paso 1. Definir las variables respuesta a ser medidas

Nombre Unidades Analizar |Objetivo |Destino |Impacto

Rendimiento Log Conidios/lg himedo de|Media |Maximizar 3,0
sustrat

Germinacion % Media |Maximizar 3,0

Act n|UE Media |Maximizar 3,0

acetilglucosaminidasa

Act b esterasa UE Media |Maximizar 3,0

Mortalidad % Media |Maximizar 3,0

Eficacia % Media |Maximizar 3,0

Sensibilida |Bajo |Alto

d

Medio 0,0 ]10,0

Medio 0,0 ]100,0

Medio 0,0 ]11,0

Medio 0,0 1,0

Medio 0,0 |100,0

Medio 0,0 ]100,0

Paso 2: Definir los factores experimentales que van a variar

Nombre Unidades |Tipo Papel Bajo |Alto |Niveles

A:Tiempo de choque afHoras Continuo [Controlable|3,0 (9,0

5°C

B:Tiempo de chogue a|Minutos [Continuo |Controlable|5,0 |15,0

UVB
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Paso 3: Seleccione el disefio experimental

Tipo of |Disefio Puntos Punto Central|Disefio es  |Numero de
Centrales
Factores |Tipo Por Bloque Colocacion  |Aleatorizado |Replicacione
S
Proceso |Factorial de 3 niveles:|0 Espaciado No 2
3N2
Total Total Error
Ejecucione |Bloques |D.F.
s
27 3 19
NUmero de muestras por ejecucion: 1
Paso 4: Indicar el modelo inicial a ajustar a los resultados del experimento
Factores |Modeo Coeficiente |Efectos
S excluidos
Proceso |cuadratico |4 AA,BB
Paso 8: Analizar los resultados del experimento
Modelo Rendimiento |Germinacié |Act n|Act b|Mortalidad
n acetilglucosaminidasa esterasa
Transformacion [Ninguno ninguno ninguno ninguno ninguno
Modelo d.f. 3 3 3 3 3
P-valor 0,4267 0,0213 0,0000 0,5125 0,6204
Error d.f. 21 21 21 21 21
Stnd. error 0,188766 4,67485 1,44501 0,226327 8,48613
R-cuadrado 12,14 36,33 67,98 10,15 7,93
Adj. R-10,00 21,18 60,35 0,00 0,00
cuadrado
Eficacia
ninguno
3
0,4628
21
9,63156
11,27
0,00
Paso 9: Optimizar las respuestas
Valores de respuesta y Optimo
Respuesta Optimizado |Prediccién |Inferior 95,0% | Superior 95,0%
Limite Limite
Rendimiento no 8,94722 |7,77619 10,1183
Germinacion Si 86,9542 ([-2,55385 176,462
Act n|si 11,7236 |1,75901 21,6882
acetilglucosaminidasa
Act b esterasa no 0,487315 |0,229198 0,745432
Mortalidad no 85,7218 |-76,9661 248,41
Eficacia no 82,7928 |-99,3794 264,965
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Deseabilida
d

0,894722
0,869542
1,0

0,487315
0,857218
0,827928
Deseabilidad optimizada = 0,932492

Factores establecidos y Optimo

Factor Establecimient
0

Tiempo de choque a|3,45

5°C
Tiempo de choque a|5,0
UVB

El StatAdvisor

Ha especificado 6 variables respuesta y 2 factores experimentales. El disefio
seleccionado tiene 27 ejecuciones, con 1 una muestra para ser tomada en cada
ejecucion. El modelo por defecto es cuadratico con 4 coeficientes.

Los modelos estadisticos han sido ajustados a las variables de respuesta. Modelos con
P-valores por debajo de 0,05, de los cuales hay 2, indican que el modelo ajustado es
estadisticamente significativo al 5,0% de nivel de significacién. También es interesante el
estadistico R-cuadrado, el cual muestra el porcentaje de variacion en la respuesta que ha
sido explicado por el modelo ajustado. El rango de valores de R-cuadrado varia de
7,93% a 67,98%.

Las caracteristicas Optimas de los factores experimentales han sido determinadas y
mostradas en el resumen. Con estas caracteristicas, las variables respuesta generan un
indice de deseabilidad de 93,25%.

Tabla ANOVA
Origen D.F.
Modelo 3
Error total 23

Falta de|23
ajuste

Error puro 0
Total (corr.) 26
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Coeficientes del Modelo

Potencia |Potencia |Potencia
at
Coeficiente t|Standard VIF |R- SN=05 |SN=1.0|SN=2.0
Error Cuadrado
A 0,235702 1,0 |0,0 17,43% 52,89% (98,21%
B 0,235702 1,0 |0,0 17,43% 52,89% (98,21%
AB 0,288675 1,0 |0,0 13,19% 38,22% [91,25%

alpha = 5,0%, Error total de sigma estimado con 23 d.f.

Grafico de deseabilidad

Deseabilidad

9
3 4 5 6 7 8 9 ie@p7o dechoqueaUVB

Tiempo dechoque a5°C

Conveniencia

Observado [Observado Especificado
Respuesta Minimo Méaximo | Objetivo |Impacto Sens:jblhda Bajo
Rendimiento
Germinacion 70,62 90,39 Maximizar 3,0 Medio 0,0
. Actn . 421 11,68 Maximizar 3,0 Medio 0,0
acetilglucosaminidasa
Act b esterasa
Mortalidad
Eficacia
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Analizar Experimento - Rendimiento

Efectos estimados para Rendimiento (Log Conidios/g hUmedo de sustrato)

Efecto Estimado |Error Estd.| V.I.F.
promedio 8,96556 0,036328
A:T'empOS‘?,‘f:Choq”e & |.0,0144444 |0,0889851| 1,0
B:T'empou‘i'fBChoq“e 4 |.0,00888889|0,0889851| 1,0
AB -0,06 0,108984 | 1,0
bloque -0,146667 | 0,102751 | 1,33333
blogue 0,137778 | 0,102751 | 1,33333

Errores estandar basados en el error total con 21 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
1,33333. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores
de 10 o més normalmente se interpretan como indicativos de confusién seria entre los efectos.

Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione Diagrama de Pareto
de la lista de Opciones Gréficas. Para probar la significancia estadistica de los efectos,
seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones Tabulares. Puede retirar efectos significativos
pulsando el botén secundario del ratén, seleccionando Opciones de Analisis, y pulsando el botén
de Excluir.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Rendimiento

— +

AB = -
po dechoque a5°C :|
'odechoque aUVvB :|

6 o,l4 o,ls 1:2 1:6 2 2:4
Efecto estandarizado
Andlisis de Varianza para Rendimiento
Fuente Suma de|GIl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

A:Tiempo de choque a|0,000938889 1 (0,000938889 0,03 0,8726
5°C
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B:Tiempo de choque a|0,000355556 1 |0,000355556 |0,01 0,9214
UVvB

AB 0,0108 1 10,0108 0,30 0,5878
bloques 0,0912889 2 10,0456444 1,28 0,2986
Error total 0,748283 21 |0,0356325

Total (corr.) 0,851667 26

R-cuadrada = 12,1389 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0,0 porciento
Error estdndar del est. = 0,188766

Error absoluto medio = 0,125185

Estadistico Durbin-Watson = 2,08808 (P=0,3686)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,0459348

El StatAdvisor

La tabla ANOVA patrticiona la variabilidad de Rendimiento en piezas separadas para cada uno de
los efectos. entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado
medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen una valor-P
menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 12,1389% de la variabilidad
en Rendimiento. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar
modelos con diferente nimero de variables independientes, es 0,0%. EIl error estandar del
estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es 0,188766. EI error medio
absoluto (MAE) de 0,125185 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-
Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada
en el orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que
5,0%, no hay indicacion de autocorrelacién serial en los residuos con un nivel de significancia del
5,0%.

Gréficade Efectos Principales para Rendimiento

8,974 ]

8,97 .

£
©
e
o
T
1

8,962

Rendimiento

o
©
al
®
T
1

8,954 1

30 9,0 5,0 150
Tiempo dechoquea5°C Tiempo dechoqueaUVB



106 Potenciacién ecofisiolégica de conidios de Nomuraea rileyi mediante factores
abioticos de estrés

Analizar Experimento - Germinacion

Efectos estimados para Germinacion (%)

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
promedio 81,9422 [0,899675
A:Tiempo de choque al|-5,79556 |2,20375 1,0
5°C

B:Tiempo de choque a|-4,52333 |2,20375 1,0
UVvB

AB -0,295 2,69903 [1,0
bloque -2,29556 [2,54467 |1,33333
bloque 0,766667 [2,54467 |1,33333

Errores estandar basados en el error total con 21 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estdndar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
1,33333. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores
de 10 o méas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione Diagrama de Pareto
de la lista de Opciones Gréficas. Para probar la significancia estadistica de los efectos,
seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones Tabulares. Puede retirar efectos significativos

pulsando el botén secundario del ratdn, seleccionando Opciones de Analisis, y pulsando el boton
de Excluir.

Diagramade Pareto Estandarizada para Germinacién

 I—
po de choque a5°C .

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Efecto estandarizado

0odechoqueaUVB

AB

Anélisis de Varianza para Germinacion

Fuente Suma de|GIl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

A:Tiempo de choque a|151,148 1 151,148 6,92 0,0157

5°C
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B:Tiempo de choque a|92,0725 1 92,0725 4,21 0,0528
UVB

AB 0,261075 1 [0,261075 0,01 0,9140
blogues 18,4384 2 ]9,21921 0,42 0,6613
Error total 458,939 21 (21,8542

Total (corr.) 720,859 26

R-cuadrada = 36,3345 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 21,176 porciento
Error estdndar del est. = 4,67485

Error absoluto medio = 3,31418

Estadistico Durbin-Watson = 2,2751 (P=0,5564)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,158937

El StatAdvisor

La tabla ANOVA patrticiona la variabilidad de Germinacion en piezas separadas para cada uno de
los efectos. entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado
medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 1 efectos tienen una valor-P
menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 36,3345% de la variabilidad
en Germinacion. EIl estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar
modelos con diferente nimero de variables independientes, es 21,176%. El error estdndar del
estimado muestra que la desviacién estdndar de los residuos es 4,67485. El error medio absoluto
(MAE) de 3,31418 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW)
prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en
que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay
indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

Gréficade Efectos Principales para Germinacion

8

82 F

Germinacion

80 F

79 E

30 9,0 5,0 15,0
Tiempo dechoquea5°C Tiempo dechoqueaUVB
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Analizar Experimento - Act n acetilglucosaminidasa

Efectos estimados para Act n acetilglucosaminidasa (UE)

Efecto Estimado |Error Estd. [V.I.F.
promedio 8,96778 [0,278093
A:Tiempo de choque a|-4,20333 |0,681185 (1,0
5°C

B:Tiempo de choque a|-1,68667 |0,681185 (1,0
UVB

AB -0,378333 (0,834278 |[1,0
bloque -0,253333 [0,786565 |[1,33333
bloque 0,295556 [0,786565 |1,33333

Errores estandar basados en el error total con 21 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
1,33333. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores
de 10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione Diagrama de Pareto
de la lista de Opciones Gréficas. Para probar la significancia estadistica de los efectos,
seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones Tabulares. Puede retirar efectos significativos
pulsando el botén secundario del ratén, seleccionando Opciones de Analisis, y pulsando el botén
de Excluir.

Diagramade Pareto Estandarizada para Act n acetilglucosaminidasa

 —

po de choque a5°C .
odechoqueaUVB

AB

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Analisis de Varianza para Act n acetilglucosaminidasa
Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razon-F |Valor-P

Cuadrados Medio
A:Tiempo de choque a|79,506 1 179,506 38,08 0,0000
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5°C

B:Tiempo de choque a|12,8018 1 12,8018 6,13 0,0219
UVB

AB 0,429408 1 [0,429408 0,21 0,6549
blogues 0,344956 2 10,172478 0,08 0,9210
Error total 43,8493 21 ]2,08806

Total (corr.) 136,931 26

R-cuadrada = 67,9772 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 60,3528 porciento
Error estdndar del est. = 1,44501

Error absoluto medio = 0,963848

Estadistico Durbin-Watson = 2,22502 (P=0,5053)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,124728

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Act n acetilglucosaminidasa en piezas separadas
para cada uno de los efectos. entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 2
efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de
cero con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 67,9772% de la variabilidad
en Act n acetilglucosaminidasa. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para
comparar modelos con diferente niumero de variables independientes, es 60,3528%. EIl error
estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es 1,44501. El error
medio absoluto (MAE) de 0,963848 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-
Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada
en el orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que
5,0%, no hay indicacion de autocorrelacién serial en los residuos con un nivel de significancia del
5,0%.

Gréficade Efectos Principales para Act n acetilglucosaminidasa
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Analizar Experimento - Act b esterasa

Efectos estimados para Act b esterasa (UE)

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
promedio 0,395926 [0,0435567
A:Tiempo de choque a|0,0422222]0,106692 |1,0
5°C

B:Tiempo de choque a|-0,06 0,106692 |1,0
UVvB

AB 0,165 0,13067 [1,0
bloque 0,0037037 |0,123197 |1,33333
bloque 0,057037 |0,123197 |1,33333

Errores estandar basados en el error total con 21 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
1,33333. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores
de 10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione Diagrama de Pareto
de la lista de Opciones Gréficas. Para probar la significancia estadistica de los efectos,
seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones Tabulares. Puede retirar efectos significativos
pulsando el botén secundario del ratén, seleccionando Opciones de Analisis, y pulsando el botén
de Excluir.

Diagramade Pareto Estandarizada para Act b esterasa

 I—

AB = -
odechoqueaUVB
po dechoque a5°C

6 0:4 0,'8 1,'2 1:6 z 2:4
Efecto estandarizado
Andlisis de Varianza para Act b esterasa
Fuente Suma de|GIl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

A:Tiempo de choque a|0,00802222 1 ]0,00802222 0,16 0,6963
5°C
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B:Tiempo de choque a|0,0162 1 10,0162 0,32 0,5798
UVvB

AB 0,081675 1 ]0,081675 1,59 0,2205
bloques 0,0156519 2 ]0,00782593 0,15 0,8593
Error total 1,0757 21 |0,0512239

Total (corr.) 1,19725 26

R-cuadrada = 10,1523 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0,0 porciento
Error estdndar del est. = 0,226327

Error absoluto medio = 0,15465

Estadistico Durbin-Watson = 2,33683 (P=0,6183)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,177345

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Act b esterasa en piezas separadas para cada uno
de los efectos. entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen una
valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de
confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 10,1523% de la variabilidad
en Act b esterasa. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar
modelos con diferente nimero de variables independientes, es 0,0%. EIl error estandar del
estimado muestra que la desviacidon estandar de los residuos es 0,226327. El error medio
absoluto (MAE) de 0,15465 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson
(DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el
orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no
hay indicacién de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

Gréficade Efectos Principales para Act b esterasa
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Analizar Experimento - Mortalidad

Efectos estimados para Mortalidad (%

Efecto Estimado Error Estd. |V.I.F.
promedio 87,2226 1,63316

A:Tiempo de choque a|4,33444 4,0004 1,0
5°C

B:Tiempo de choque a|-1,33444 4,0004 1,0
UVvB

AB -0,001666674,89947 1,0
bloque -3,20741 4,61927 [1,33333
bloque 2,41259 4,61927 [1,33333

Errores estandar basados en el error total con 21 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
1,33333. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores
de 10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione Diagrama de Pareto
de la lista de Opciones Gréficas. Para probar la significancia estadistica de los efectos,
seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones Tabulares. Puede retirar efectos significativos
pulsando el botén secundario del ratén, seleccionando Opciones de Analisis, y pulsando el botén
de Excluir.

Diagramade Pareto Estandarizada para Mortalidad

 I—

po de choque a5°C &= -
odechoqueaUVB

AB

6 0:4 0,'8 1,'2 1:6 z 2:4
Efecto estandarizado
Andlisis de Varianza para Mortalidad
Fuente Suma de|GIl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

A:Tiempo de choque a|84,5433 1 84,5433 1,17 0,2909
5°C
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B:Tiempo de choque a|8,01334 1 |8,01334 0,11 0,7420
UVB

AB 0,00000833333 |1 |0,00000833333 |0,00 0,9997
blogues 37,6645 2 18,8323 0,26 0,7724
Error total 1512,3 21 (72,0144

Total (corr.) 1642,52 26

R-cuadrada = 7,92812 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0,0 porciento
Error estdndar del est. = 8,48613

Error absoluto medio = 5,843

Estadistico Durbin-Watson = 2,71227 (P=0,9041)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,390845

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Mortalidad en piezas separadas para cada uno de
los efectos. entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado
medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen una valor-P
menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 7,92812% de la variabilidad
en Mortalidad. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos
con diferente nimero de variables independientes, es 0,0%. EIl error estandar del estimado
muestra que la desviacion estandar de los residuos es 8,48613. El error medio absoluto (MAE) de
5,843 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los
residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en que se
presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicacion de
autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

Gréficade Efectos Principales para Mortalidad
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Analizar Experimento - Eficacia

Efectos estimados para Eficacia (%

Efecto Estimado |Error Estd. |V.I.F.
promedio 84,1056 |[1,85359
A:Tiempo de choque a|2,62556 |4,54036 1,0
5°C

B:Tiempo de choque a|-4,8 4,54036 1,0
UVvB

AB -4,8 5,56078 [1,0
bloque -2,11333 [5,24276  |1,33333
bloque -1,46444 |5,24276  |1,33333

Errores estandar basados en el error total con 21 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
1,33333. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores
de 10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Para graficar los estimados en orden decreciente de importancia, seleccione Diagrama de Pareto
de la lista de Opciones Gréficas. Para probar la significancia estadistica de los efectos,
seleccione Tabla ANOVA de la lista de Opciones Tabulares. Puede retirar efectos significativos
pulsando el botén secundario del ratén, seleccionando Opciones de Analisis, y pulsando el botén
de Excluir.

Diagramade Pareto Estandarizad a para Eficacia

o dechoqueaUVB

AB

po dechoque a5°C

0,4 0,8 1,2 1,6 2 2,4
Efecto estandarizado

o}l

Anélisis de Varianza para Eficacia

Fuente Suma de|GIl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

A:Tiempo de choque a|31,0209 1 31,0209 0,33 0,5692

5°C
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B:Tiempo de choque a|103,68 1 103,68 1,12 0,3024
UVB

AB 69,12 1 (69,12 0,75 0,3978
blogues 43,6754 2 21,8377 0,24 0,7923
Error total 1948,11 21 [92,7669

Total (corr.) 2195,6 26

R-cuadrada = 11,2724 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0,0 porciento
Error estdndar del est. = 9,63156

Error absoluto medio = 6,46984

Estadistico Durbin-Watson = 2,5015 (P=0,7680)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,270382

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Eficacia en piezas separadas para cada uno de los
efectos. entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado
medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos tienen una valor-P
menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 11,2724% de la variabilidad
en Eficacia. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es més adecuado para comparar modelos
con diferente nimero de variables independientes, es 0,0%. El error estandar del estimado
muestra que la desviacion estandar de los residuos es 9,63156. El error medio absoluto (MAE) de
6,46984 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los
residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en que se
presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicacion de
autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

Gréficade Efectos Principales para Eficacia
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OBJETIVO 2 - ESTABILIDAD EN CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO
VARIABLE GERMINACION

Temperatura de almacenamiento a 8°C

GERMINACION - ANOVA

Source DF SS MS F P
Source DF Ss MsS F P
Between 15 6480.38 432.025 20.1 0.0000
Within 32 688.32 21.510
Total 47 7168.70
Grand Mean 81.209 Cv 5.71

Chi-Sq DF p
Bartlett's Test of Equal Variances 23.5 15 0.0734
Cochran's Q 0.5310
Largest Var / Smallest Var 221.59
Component of variance for between groups 136.838
Effective cell size 3.0
Variable Mean Variable Mean
CELO0 92.903 CS10 90.530
CEll 89.590 Cs1l1 83.060
CEl2 88.883 Cs12 73.733
CE13 88.263 Cs13 52.767
CE20 87.387 Cs20 89.010
CE21 87.377 Ccs21 80.533
CE22 84.220 CsS22 73.400
CE23 82.553 Cs23 55.133
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 2.6777

Std Error (Diff of 2 Means) 3.7868

GERMINACION - PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
CE1O0 92.903 A
CS10 90.530 A
CEll 89.590 A
CS20 89.010 A
CEl2 88.883 A
CE13 88.263 A
CE20 87.387 AB
CE21 87.377 AB
CE22 84.220 AB
CsS1ll 83.060 AB
CE23 82.553 AB

Cs21 80.533 AB
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Csl1l2 73.733 B

Cs22 73.400 B

Cs23 55.133 C

Cs13 52.767 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 5.242 Critical Value for Comparison
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Temperatura de almacenamiento a 18°C

GERMINACION - ANOVA

Source DF Ss MS F P
Between 15 20535.2 1369.01 42.5 0.0000
Within 32 1031.7 32.24
Total 47 21566.9
Grand Mean 75.374 Cv 7.53
Chi-Sq DF p
Bartlett's Test of Equal Variances 27.6 15 0.0243
Cochran's Q 0.5304

Largest Var / Smallest Var 144.58

Component of variance for between groups 445.591
Effective cell size 3.0
Variable Mean Variable Mean

CELO0 92.903 CS10 90.530

CE11l 89.047 Csl1l 84.417

CE12 87.620 Cs1l2 63.920

CE13 83.247 Cs13 31.600

CE20 87.387 CS320 89.010

CE21 86.117 Cs21 84.000

CE22 81.397 C322 54.793

CE23 77.500 Cs23 22.500

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 3.2782

Std Error (Diff of 2 Means) 4.6361

3.7868
14.037

GERMINACION - PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
CE10 92.903 A
CS10 90.530 A
CE1l1l 89.047 A
Cs20 89.010 A
CEl2 87.620 A
CE20 87.387 A
CE21 86.117 A
Cs1l 84.417 A
Cs21 84.000 A
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CE13 83.247 A
CE22 81.397 A
CE23 77.500 AB
Cs12 63.920 BC
CS22 54.793 C
Cs13 31.600 D
Ccs23 22.500 D
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 4.6361
Critical Q Value 5.242 Critical Value for Comparison 17.185
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Temperatura de almacenamiento a 28°C

GERMINACION - ANOVA

Source DF Ss MS F P
Between 15 41829.7 2788.64 103 0.0000
Within 32 863.9 27.00
Total 47 42693.6
Grand Mean 59.562 Cv 8.72
Chi-Sq DF p
Bartlett's Test of Equal Variances 15.5 15 0.4152
Cochran's Q 0.3572
Largest Var / Smallest Var 51.989
Component of variance for between groups 920.550
Effective cell size 3.0
Variable Mean Variable Mean
CE10 92.903 Cs10 90.530
CE1l1l 86.833 Cs1l1 72.897
CE12 71.857 Cs12 44,927
CE13 39.287 Cs13 8.550
CE20 87.387 Cs20 89.010
CE21 81.993 Cs21 76.460
CE22 51.823 Cs22 29.360
CE23 22.470 CsS23 6.700
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 2.9998
Std Error (Diff of 2 Means) 4.2423

GERMINACION - PRUEBA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY

Variable Mean Homogeneous Groups
CE1O0 92.903 A
Cs10 90.530 AB
Cs20 89.010 AB
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CE20
CEl1l1l
CE21
Cs21
Csll
CEl2
CE22
Cs1l2
CE13
Cs22
CE23
CsS13
Cs23

Alpha

87.
86.
81.
76.
.897
.857

72
71

51.
44,
.287
29.
22.

39

387
833
993
460

823

927

360
470

8.5500
6.7000

Critical Q Value

There are 8 groups
are not significantly different from one another.

ABC
ABC
ABC

BC

DE
DE
EF
FG
GH

0.05
5.242
(AI BI

Standard Error for Comparison
Critical Value for Comparison
in which the means
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