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RESUMEN

DESARROLLO DE UN PROCESO A ESCALA DE LABORATORIO PARA LA
CONSERVACION Y PRODUCCION DE CEPAS NATIVAS DEL HONGO
BEAUVERIA SPP. A PARTIR DE LA BIODIVERSIDAD FUNGICA
ECUATORIANA.

Autor: Ing. Pablo Roberto Vela Nufiez

Correo: velapablo1981@gmail.com

Beuaveria spp., es un moho cosmopolita, que se encuentra de forma natural en plantas,
suelo, sedimentos, entre otros sustratos. Dentro de sus principales aplicaciones se
encuentra el de biocontrolador en cultivos agricolas, ya que presenta actividad
antagonista hacia insectos fitopatdgenos. Las cepas puras de Beauveria bassiana son
muy requeridas con fines académicos y/o comerciales, lo que demuestra la importancia
de los Bancos de Recursos Genéticos Microbianos (BRGM). Por ello, el objetivo de
este trabajo es desarrollar un proceso a escala de laboratorio para la conservacion y
produccién de cepas nativas de Beauveria bassiana, que promueva el
aprovechamiento de la biodiversidad endogena. Se aisl9, identificd molecularmente y
caracterizd quimicamente cepas nativas procedentes de suelo de cafetal, luego se
disefid un protocolo de conservacién por liofilizacion y se elaboré un catalogo de
cepas. Se obtuvieron cepas puras de B. bassiana con calidad del 99%, identidad
genética del 100% y velocidad de crecimiento radial promedio de 6,4 mm/dia en medio
Agar Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en inglés), que mostré diferencias
significativas con Agar Papa-Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés). Las cepas
presentaron un alto contenido de Extracto Libre de Nitrogeno (ELN) y de proteinas,
correspondientes al 76,74 y 16,74 %, respectivamente, asi como un alto contenido de
minerales, principalmente Fosforo, Calcio y Potasio. Para que el Banco de Recursos
Geneticos Microbianos (BRGM) de Beauveria bassiana, funcione, hay que garantizar
el cumplimiento de tres caracteristicas: pureza, viabilidad (patogenicidad) y
estabilidad genética; las cuales se recomiendan evaluar en las cepas liofilizadas luego
de cierto tiempo de almacenamiento.

Palabras clave: hongo entomopatégeno, BRGM, aislamiento, identificacion,

liofilizacion.
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"Development of a process at laboratory scale for the conservation and production of

native strains of Beauveria spp. from fungal Ecuadorian biodiversity”

SUMMARY

Beauveria spp., is a cosmopolitan fungus, which is found in plants, soil, sediments
among other substrates in a natural form. Regarding its principal applications, it is used
as a biocontroller in agriculture, due to its antagonist activity towards phytopathogen
insects. The Beauveria bassiana pure strains are strongly demanded for academic and
commercial purposes, demonstrating the importance of the Microbial Gene Bank
(BRGM, for its initials in Spanish). The objective of this degree work is to develop a
process at laboratory scale for the conservation and production of Beauveria bassiana’s
native strains for its endogenous biodiversity use. Native strains coming from coffee
crops land were isolated, molecularly identified and chemically characterized.
Subsequently, a conservation protocol by lyophilization was designed and a catalog of
strains was elaborated. Pure strains were obtained from B. bassiana with a quality of
99%, a genetic identity of 100% and an average radial growth rate of 6, 4 mm/day in
Malt Extract Agar (MEA) medium that showed meaningful differences with Potato
Dextrose Agar (PDA). The strains presented a high content of Nitrogen Free Extract
(76.74%) and a (16, 74 %) of proteins, as well as minerals such as Phosphorus, Calcium
and Potassium. For Beauveria bassiana BRGM to work, it is necessary to guarantee the
Julfillment of these three characteristics: purity, viability (pathogenicity) and genetic
stability; which are recommended to be evaluated in lyophilized strains after a certain
storage time.

Key words: entomopathogenic fungus, BRGM, isolation, identification, lyophilization

2V 7~ ([ f—— =
‘,/3.//L‘>\;___ L~ =8 \’

XV



CAPITULO I

1. Introduccién

Ecuador es un pais mega diverso en términos culturales y biologicos. Se encuentra
entre las 17 naciones que albergan mas del 70% de las especies terrestres y
dulceacuicolas conocidas del mundo, a pesar de que abarca menos del 0.2% de la

superficie del planeta (Falconi, 2005).

La Constitucion de la Republica de Ecuador, dice en el articulo 400 que “El Estado
ejercera la soberania sobre la biodiversidad, cuya administracion y gestion se realizara
con responsabilidad intergeneracional. Se declara de interés publico la conservacion
de la biodiversidad y todos sus componentes, en particular la biodiversidad agricola,
silvestre y el patrimonio genético del pais” (ASAMBLEA-NACIONAL, 2008).
Ademas, permite el acceso a recursos genéticos con fines comerciales y con fines no
comerciales (Ecuador, 2011), sin participacion econdmica sobre ellos, pero con
participacion directa en la titularidad de las modalidades de propiedad intelectual y
otros derechos que recaigan sobre procedimientos y productos derivados o sintetizados
obtenidos a partir de la biodiversidad, de acuerdo con el articulo 89 del cddigo
Orgénico de la Economia Social de los Conocimientos, la Creatividad y la Innovacion,

conocido como Ingenios (Asamblea Nacional. Republica de Ecuador, 2016).

El Estado ecuatoriano reconoce a la biodiversidad como una ventaja comparativa para
el desarrollo cientifico de las industrias quimica, farmacéutica y alimenticia, con el fin
de viabilizar su uso soberano, estratégico y sustentable. Entre los sectores priorizados
en las instancias de planificacion nacional y sectorial, se encuentran aquellos que
dependen directamente de la naturaleza y sus recursos biologicos, tales como
alimentos frescos y procesados, bioenergias, productos farmacéuticos, biotecnologia,
bioquimica y biomedicina, entre otros (SENPLADES, 2013).



La preservacion del patrimonio natural es una prioridad para lograr un desarrollo
econdmico sostenible en el tiempo, por ello, para valorar econémicamente la
biodiversidad y las funciones ambientales basicas, se emplea el término de “capital
natural”, entendido como la interaccion entre los humanos y la naturaleza. El “capital
natural” es irremplazable y no producible, dado que presta diversas funciones y
servicios ambientales, y ademas porque los cambios en el ambiente causados por

actividades humanas son muchas veces irreversibles (Falconi, 2005).

La riqueza y la potencialidad econdmica de la biodiversidad obliga a pensar que es
deber de todos los ecuatorianos cuidar este patrimonio, pues representa un capital
cultural y natural que puede convertirse en un aporte para: mejorar la situacién actual
del estado de conservacidn de las areas naturales; incentivar la investigacion cientifica;
promover el desarrollo sostenible en toda la poblacion nacional; establecer criterios
para una reparticion justa y equitativa de beneficios; determinar indicadores de
aprovechamiento de las especies silvestres Utiles; crear normas que permitan un
comercio justo de las especies Utiles y/o sus productos derivados, impulsar proyectos
biotecnoldgicos y establecer las herramientas adecuadas para fomentar y proteger los
conocimientos tradicionales colectivos de los pueblos y nacionalidades del Ecuador
(Granizo & Rios, 2011).

En consecuencia, existe en el Ecuador el Grupo Nacional de Trabajo sobre
Biodiversidad (GNTB), y dentro de él varios subgrupos como el de Bioseguridad y
Acceso a Recursos Genéticos (Manosalvas, Estrella, Mariaca, & Ribadeneira, 2005),
alineados a la Estrategia Nacional de Biodiversidad 2015-2030 (Ministerio del
Ambiente del Ecuador [MAE], 2015), los cuales deben instaurar un conjunto de
politicas acorde con la legislacion nacional, aunque no exista un marco legal nacional
que los regule como tal (Blackburn & Boettcher, 2010); lo que si existe, es un permiso
recoleccion de especimenes de especies silvestres para investigaciones ambientales
(Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2013).

El papel de las universidades debe trascender desde la educacion y capacitacion a la

investigacion. Es necesario que se entienda que la mejor ruta hacia la planificacion es
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una base fuerte de conocimiento, méas all4 de esto, el pais requiere desarrollo de
tecnologias para el manejo y aprovechamiento de sus recursos. Se requiere cambiar la
matriz productiva, desde la parte extractiva a la industrial, para obtener mayores
utilidades reinvertibles en el mismo territorio nacional. EI Gobierno a través del
Ministerio de Ambiente (MAE) debe asumir como politica de Estado invertir en
procesos de investigacion, bajo el entendimiento de que esta es una via esencial para
generar acciones de conservacion y desarrollo econémico (Peralvo, Campos, Cuesta,
& Luna, 2007).

Ecuador es un pais con méas de 100 mil especies de hongos (Hawksworth, 2001), de
las cuales se han descrito tan solo 5 mil (Freire Fierro, 2004) de las 1,5 millones de
especies estimadas en la naturaleza (Hawksworth, 1991); sin embargo, se carece de un
registro oficial de la cantidad de hongos que se encuentran en el territorio nacional,
aungue existen colecciones Utiles para la obtencion de cepas fangicas con propésitos
académicos (Universidad Técnica Particular de Loja, 2016). Gran parte de los hongos
reportados presentan propiedades nutricionales y/o medicinales otorgadas por los
metabolitos que producen, lo que es un indicador de su potencial en la industria
farmacéutica, cosmocéutica y agro-alimentaria , haciéndose necesaria la inversion en
actividades de ciencia, tecnologia e innovacién para la conformacién de Bancos de
Recursos genéticos Microbianos (BRGM) con fines comerciales, que permitan el
acceso seguro a cepas y el aprovechamiento sostenible de la biodiversidad fungica
nativa (NexoLOCAL.COM, 2016).

Un censo realizado en agosto de 2015 arrojé que ninguna de las 128 patentes
biologicas registradas en el Instituto Ecuatoriano de Propiedad Intelectual, contaba con
permiso de explotacion, lo que demuestra la susceptibilidad del Ecuador a la
biopirateria, principalmente por parte de las multinacionales, quienes son por lo
general las titulares de la mayoria de las patentes (Instituto Ecuatoriano de la Propiedad
Intelectual, 2016).

El desarrollo de bioproductos constituye una forma de valorizacion de la biodiversidad

a través de la biotecnologia (Quezada et al., 2005). Los bioinsumos surgieron como
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respuesta a la demanda mundial de alimentos trazables, inocuos y ecol6gicos. Son
elaborados a partir de microorganismos, los cuales se seleccionan por su capacidad de
promover el crecimiento vegetal y/o contribuir al control de enfermedades y plagas,
por lo que pueden dividirse en biofertilizantes, biocontroladores y mixtos (Nora Altier,
Elena Beyhaut, 2012).

El objetivo de usar los biocontroladores es disminuir la poblacién de la plaga llegue
hasta un nivel donde ya no sea dafiina, ademas, es una practica econémica, que no
genera resistencia en las plagas, no pone en riesgo la salud de los fumigadores y no
afecta el medio ambiente (Hanke, 2012%). Algunos de los productos organicos
utilizados en el biocontrol de enfermedades se incluyen hongos como Trichoderma
harzianum y Beauveria bassiana, actinomicetos como Streptomyces griseoviridis y

bacterias como Bacillus subtilis. (Murillo, Rueda, Garcia, & Ruiz Espinoza, 2010).

1.1. Problema de investigacion

Todas las especies existentes estan destinadas a desaparecer a raiz de efectos
evolutivos y cambios en el ambiente. La Tierra esta en un proceso de extincion
continua, que a la par, propicia el surgimiento de nuevas formas de vida en los nichos
y habitats dejados por sus predecesoras. Como resultado de ambos procesos, se estima
que en la actualidad subsiste menos del 1% del total de las especies que han existido
desde el inicio de la vida en el planeta (Slobodkin, 1986).

En cuanto a los procesos antropicos, se conocen al menos tres actividades humanas
negativamente relacionadas con la biodiversidad: en primer lugar, la destruccion de
los ecosistemas; en segundo lugar, la homogeneizacion de plantas, animales y
microrganismos mediante transgénesis u otras técnicas moleculares; y, en tercer lugar,
la deformacién de los procesos de reciclaje de la materia organica, mediante el
desajuste, a gran escala del destino dado a los desechos organicos generados en el
procesamiento agricola, doméstico e industrial (Gomez, 2011).



En el Ecuador la conservacion de la biodiversidad es relevante ya que aqui convergen
los Andes, la Amazonia y la Cuenca del Pacifico, lo que determina un mosaico de
elementos naturales (clima, ecosistemas, altitud...), donde las comunidades bidticas
se han desarrollado adaptandose a las cambiantes circunstancias del medio (E. Estrella,
1993). La gran diversidad bioldgica y la extraordinaria variedad de los sistemas
coexisten en un territorio relativamente pequefio y facilitan a la poblacién el acceso a
los recursos naturales, dotandoles de incontables oportunidades para impulsar el

desarrollo sustentable (Paspuel, 2002).

La riqueza genética que posee el Ecuador y su aprovechamiento potencial como una
fuente de ingresos econdémicos depende en gran medida de la conservacion de la
biodiversidad. Es necesario crear mecanismos efectivos de control de las principales
amenazas al patrimonio biol6gico del pais, tales como la deforestacion, la biopirateria,
las actividades extractivas no controladas, la contaminacion, etc. (Martinez, 2013). La
deforestacion constituye la principal amenaza para la biodiversidad ecuatoriana,
aumenta principalmente a causa de la expansion de la frontera agricola, la explotacién
forestal, la conversién de bosques en plantaciones agroindustriales, el crecimiento
urbano y el impacto provocado por la explotacion petrolera y minera en areas naturales
(Suarez et al., 1997).

Ecuador al igual que el resto de paises biol6gicamente diversos se caracteriza por tener
una economia en desarrollo e infraestructura cientifica limitada, por lo que rara vez
desarrolla tecnologia innovadora que permita el aprovechamiento éptimo de sus
recursos genéticos. Son por lo general los paises desarrollados, quienes realizan las
investigaciones, producen la novedad cientifica y explotan economicamente el
conocimiento (Kate & Laird, 2000).

El lograr la conservacién y el uso sostenible de la biodiversidad del pais, implica
beneficios econdémicos sin agotar el recurso, para asegurar las posibilidades de
aprovechamiento de las proximas generaciones. La biodiversidad puede conservarse
mediante dos estrategias: in situ y ex situ (J. Estrella, Manosalvas, Mariaca, &
Ribadeneira, 2005).



Ecuador es un pais con gran diversidad de microrganismos, muchos de las cuales
tienen potencial industrial inexplorado. La obtencién de cepas puras y su
almacenamiento en BRGM es imprescindible para la conservacion de la biodiversidad
y su aprovechamiento sostenible con fines industriales y académicos (Badia,
Hernandez, Murrel, Mahillon, & Pérez, 2011; Cruz, 2004; Ramirez & Coha, 2003).
Existen en el Ecuador tan s6lo dos BRGM, coordinados por la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador (PUCE, 2016) y la Universidad Técnica Particular de Loja
(UTPL) (Cruz, 2004). Pese a que la legislacion nacional promueve el aprovechamiento
sostenible de los recursos genéticos, el impacto cientifico e industrial de los dos
BRGM no ha sido muy notorio debido a falencias tecnoldgicas (Asamblea Nacional,
2008).

El hecho de que la principal actividad econémica del Ecuador sea la agricultura y que
la legislacion nacional promueva el uso de tecnologias limpias, hace idéneo al pais
para suplir la creciente demanda del mercado de productos organicos y amigables con
el medio ambiente (Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo (SENPLADES),
2017).

El uso de agroinsumos de origen bioldgico permite la produccion limpia de alimentos,
conforme con los requerimientos del mercado. Los agroinsumos mas demandados son
los biocontroladores, en especial, para el control de plagas de insectos (OCDE/FAOQ,
2013).

En el suelo hay diversidad de hongos entomopatégenos con gran potencial como
agentes de control bioldgico de insectos para poblaciones plaga objetivo (Pucheta,
Flores, Rodriguez, & Torre, 2006). El uso de estos hongos como biocontroladores,
constituye un componente de los programas de manejo integrado de plagas y una
alternativa viable para los productores agricolas, ya que es amigable con su salud y

con el medio ambiente (Cafiedo & Ames, 2004).

El desarrollo de productos a base de hongos entomopatogenos debe involucrar

investigacion para determinar el nivel de interaccion del hongo con su hospedero y con

6



el medio ambiente, la concentracién del producto y el método de formulacion
adecuado que permita llevar estos microorganismos a condiciones de campo para que
desempefien una funcién de buena capacidad reguladora de las plagas dentro del

agroecosistema (Motta & Murcia, 2011).

Uno de los géneros mas importantes dentro del grupo de hongos entomopatégenos es
Beauveria spp., un género cosmopolita de hifomicetes presentes en el suelo, de interés
como un sistema modelo para el estudio de entomopatogeénesis y el control bioldgico

de insectos plaga (Rehner & Buckley, 2005).

Pese al potencial del Ecuador para ser lider en el mercado de productos agricolas
organicos falta mas investigacion para la produccion de biocontroladores a partir de
cepas nativas, que permita el aprovechamiento de la biodiversidad (Asamblea
Nacional, 2008).

1.1.1. Problema cientifico

Del anélisis anterior se evidencia el limitado conocimiento en el manejo sustentable
hongos entopatdémogenos nativos del genero Beauveria spp., en el Ecuador, en cuanto
al proceso de obtencion de cepas puras.

1.1.2. Objeto

El Proceso de produccion de Beauveria ssp., para la conservacién del recurso genético

ecuatoriano.

1.1.3. Campo

Manejo de recursos naturales, recursos geneticos, biodiversidad fungica y

biotecnologia.



1.1.4. Hipdtesis

Si se desarrolla un proceso a escala de laboratorio para la produccion de cepas nativas
de Beauveria spp. se promoveria el aprovechamiento sostenible de la biodiversidad

fangica nativa.

1.2. Objetivos de la investigacion

1.2.1. Objetivo general

Desarrollar un proceso a escala de laboratorio para la conservacion y produccion de
cepas nativas del hongo Beauveria spp. a partir de la biodiversidad fungica

ecuatoriana.

1.2.2. Objetivos especificos

e Realizar una revision bibliogréafica del estado del arte sobre Beauveria spp.
e Aislar, identificar y caracterizar especies de Beauveria spp. nativa.

o Desarrollar el protocolo para la conservacion de Beauveria spp.

e Seleccionar la cepa de mayor potencial a través de la velocidad lineal.

e Disefiar un catalogo de cepas microbianas puras de Beauveria spp.

1.3. Justificacién

El uso excesivo de plaguicidas provoca efectos negativos en el suelo, el agua y el
ambiente. Ademas, ha contribuido a aumentar los problemas de plagas debido al
desarrollo de resistencia y a la destruccién de los enemigos naturales. Muchos

plaguicidas también afectan la salud de las personas.



CAPITULO 1

2. Marco referencial

2.1. El reto de la agricultura y la alimentacion: Situacion global

En el siglo XIX se afirmaba que la poblacién aumentaba exponencialmente mientras
que los alimentos se producian aritméticamente (Malthus, 1846), prediciéndose una
supuesta hambruna masiva a causa del aumento poblacional (Ehrlich, 1968). A raiz de
esto, los gobiernos propusieron y ejecutaron politicas demogréaficas que cesaran el
boom poblacional de la primera mitad del siglo XX; asi como agrarias que
promovieran la siembra de variedades mejoradas de plantas y el uso de agroquimicos
para aumentar el rendimiento de los cultivos, lo que se denomind revolucion verde
(Sumpsi, 2012?). Sin embargo, se desataron discusiones sobre la conveniencia del uso
de agroquimicos, ya que estudios aseveraron su efecto negativo en el medio ambiente

y la salud humana.

Los pesticidas empezaron a emplearse durante la segunda mitad del siglo XX,
promovidos por el gobierno en respuesta a la llamada “Revolucion verde” que
pretendia aumentar la productividad del agro para poder responder a la creciente
demanda mundial de alimentos (Grieshop y Winter, 1989). Una plaga es cualquier
planta, animal o microorganismo que aumenta su densidad poblacional de tal manera
que afecta negativamente (directa o indirectamente) al ser humano y sus actividades
antropicas; en el caso de la agricultura esto se traduce en pérdidas econdémicas
(Brechelt, 2010).

Los plaguicida pueden ser insecticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas,
molusquicidas, nematicidas, reguladores del crecimiento de las plantas, entre otros
otros (Aktar, Sengupta, & Chowdhury, 2009). Los pesticidas de mayor impacto son

endosulfan, clorpirifés, cipermetrina (Ronco et al., 2008), lambdacialotrina,



carbofurano y fipronil (Vieira, Noldin, Deschamps, & Resgalla, 2016), los cuales son
contaminantes recalcitrantes para el medio ambiente, pudiéndose encontrar
volatilizados en el aire, la lluvia, las nubes y la neblina representando un riesgo para
los seres vivos no objetivo (Kommanet, 1998); tal es el caso de los animales no diana,
quienes ven afectadas su funciones reproductivas e inmunologicas, mientras que las
plantas no diana presentan disminucién de rendimientos y mayor susceptibilidad a
enfermedades. El uso de plaguicidas ocasiona en el suelo pérdida de fertilidad, al
disminuir la flora microbiana benéfica que participa en los ciclos del carbono y del
nitrégeno, vitales para la nutricion vegetal (Aktar et al., 2009). El desequilibrio en el
ecosistema de los cultivos agricolas incide negativamente en la calidad de vida de los
agricultores y la salud de los consumidores (Duarte, 2012); la exposicién prolongada
del hombre a agroquimicos puede afectar el sistema respiratorio, nervioso y
circulatorio, asi como enfermedades de la piel (P L Pingali, Marquez, Palis, & Rola,
1995), alteraciones endocrinas (Campos & Freire, 2016), hiperlipidemia en fetos

(Monteagudo et al., 2016), entre otras enfermedades.

Esta reportado que muchas de las nuevas enfermedades son provocadas por la baja
calidad de los alimentos (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2002) y que los
factores ambientales son responsables de mas del 24 % de la carga mundial de
enfermedad y de aproximadamente el 36 % de las muertes de los nifios (Priiss-Ustiin
& Corvalén, 2005). Los alimentos son la fuente con mayor nivel de trazas de pesticidas
a la que se expone el hombre; se reporta que esté alrededor de mil a cien mil veces mas

contaminado que el aire y el agua (Margni, Rossier, Crettaz, & Jolliet, 2002).

Con el transcurso de los afios, las plagas se han hecho resistentes a los pesticidas,
haciendo necesario aumentar la dosis del quimico para lograr el mismo efecto, lo que
aumenta los costos de produccion y la contaminacién ambiental (Laxminarayan,
2003). Una forma de cuantificar el impacto de dichos quimicos es mediante el método

de evaluacion del ciclo de vida medioambiental (Margni et al., 2002).
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2.1.1. Situacion actual

Para enfrentar el reto de alimentar a la poblacion se cred en 1994 el Programa Especial
para la Seguridad Alimentaria (PESA) con el objetivo de reducir la incidencia del
hambre y la malnutricién en paises en Desarrollo (Food and Agriculture Organization
of the United Nations [FAQ], 2003); y en Noviembre de 1996 se firmo en el marco de
la primera Cumbre Mundial sobre la Alimentacion, la Declaracién de Roma sobre la
seguridad alimentaria mundial, donde los paises se comprometieron a realizar un
esfuerzo mutuo para erradicar el hambre (Food and Agriculture Organization of the
United Nations [FAQ], 1996), lo que se reafirmo afios después durante la Declaracion
del milenio (Organizacion de las Naciones Unidas [ONU], 2000). En la Cumbre
Mundial sobre la Alimentacion del afio 2009 “se reconocio la importancia de la
agricultura sostenible como una forma de aumentar la produccién sin afectar el medio
ambiente, y se manifestd el compromiso los paises para gestionar politicas que
permitan a los pequefios agricultores acceder a tecnologias agricolas sostenibles
mediante créditos, subvenciones, capacitaciones, entre otras estrategias” (Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 2009a).

Pese a ello existen todavia 800 millones de personas en situacion de desnutricién
cronica a nivel mundial (Organizacién de las Naciones Unidas [ONU], 2015); sumado
a esto, la poblacién mundial ha aumentado el 29 % en los Gltimos 30 afios (Banco
Mundial [BM], 2016), mientras el consumo de alimentos por persona, en términos
caldricos lo ha hecho el 17 % (Alexandratos & Bruinsma, 2012), lo cual resulta
paraddjico ya que aun persiste la desnutricion en paises en desarrollo debido
principalmente a la inequitativa distribucion de los alimentos a nivel mundial: hay
comunidades donde el alimento es insuficiente, mientras en otras las dietas son
hipercaldricas, conduciendo a su poblaciones con desnutricibn y obesidad,

respectivamente (van Mil, Foegeding, Windhab, Perrot, & van der Linden, 2014).

La agricultura sostenible, la salud ambiental, la rentabilidad economica y la equidad
social pueden mediante practicas como la diversificacion de los cultivos, la

conservacion de la biodiversidad, la gestion integrada de plagas, la gestion sostenible
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del agua, las précticas adecuadas de poscosecha, entre otros (Verma, Jaiswal, Meena,
Kumar, & Meena, 2015).

En vista del impacto de los agroinsumos de origen sintético y del grado de
concientizacion de los gobiernos, cobran cada vez mas importancia los
biocontroladores y la agricultura organica (Murillo et al., 2010). Sin embargo, es
necesario implementar estrategias de promocion para la difusion de dichas tecnologias
agricolas sostenibles, ya que los paises en desarrollo consumen el 70 % de los
agroquimicos del mundo (Alexandratos & Bruinsma, 2012), y el aumento de su
consumo por afio es del 5,4 % (Oerke & Dehne, 2004), lo cual es alarmante. Esta
conducta inadecuada se debe principalmente a la necesidad de asegurar su
supervivencia economica; el desconocimiento del impacto negativo de los plaguicidas;
y la falta de diagndstico del estado de su salud por exposicion a estos quimicos. Los
productores ignoran que el retorno de inversion en los biocontroladores es constante
mientras los plaguicidas es alto al inicio, pero con el tiempo presenta un descenso
abrupto, ya que se deteriora la calidad de los recursos naturales y habria que hacer una

mayor inversion de dinero en su recuperacion (Wilson & Tisdell, 2001).

2.1.2. Situacion futura

Se estima que para el afio 2050 la poblacion mundial aumentara un 35%, y que la
poblacion urbana pasara a representar el 70 % de la poblacion, en contraste con el 49
% actual; por lo cual la produccién mundial de alimentos debe aumentar un 70 % y
duplicarse en los paises en desarrollo (Sumpsi, 2012%); inclusive, el consumo de
alimentos por persona aumentard un 11 % (Alexandratos & Bruinsma, 2012). Lo
anterior evidencia la necesidad de aumentar la producciédn agricola para responder a la
demanda mundial de alimentos. Segun la FAO (2009b), el 90 % del aumento de la
produccién para el afio 2050 provendra del acrecentamiento del rendimiento de los
cultivos, mientras que el porcentaje sobrante corresponderd a un aumento de la
superficie cultivada, lo que deriva en una disminucion de la superficie agraria por

habitante (Karunasagar & Karunasagar, 2016).

12



La seguridad alimentaria y la erradicacion del hambre son los retos ambientales del
momento (Karunasagar & Karunasagar, 2016). Sumpsi (2011) menciona que las
iniciativas para afrontar dichos retos se veran obstaculizadas por el cambio climatico
que afectard la productividad agricola y la disminucion de disponibilidad de ciertos
productos agricolas que serdn usados como insumos para la produccion de
biocombustibles, por lo que el crecimiento de la productividad sera de alrededor del
0,8 % anual, valor muy bajo en contraste con el 2,1 % anual reportado durante la
primera década del siglo XXI (Food and Agriculture Organization of the United
Nations [FAQ], 2009b; OCDE/FAO, 2013).

Por otro lado, el mercado es cada vez mas exigente, requiriendo productos ademas de
inocuos amigables con el medio ambiente, lo que aumenta la necesidad de impulsar e

implementar tecnologias sostenibles (Lamichhane et al., 2016).

2.2. El reto de la agricultura y la alimentacion: Situacion global

2.2.1. América Latina

El 11 % de la produccion mundial de alimentos son producidos en América Latina y
el Caribe (ALC) que posee el 24 % de las tierras cultivables del mundo (Inter-
American Development Bank [IDB], 2016). La tasa de crecimiento del sector agricola
en los ultimos tres afios fue del 2,9 %, mayor que el crecimiento de la economia en 0,3
puntos porcentuales, lo que se debid al aumento de la produccion agricola en 3,2 %,
principalmente por el crecimiento de la productividad (2,2 %) y en segunda instancia
por la expansion de la superficie de cultivo. Dicho Crecimiento fue notorio
principalmente en Sudamerica, donde se presentaron elevados volumenes de cereales
y oleaginosas durante 2013-2014, que a diferencia de Centro América presentd
condiciones climaticas favorables. (Comision Econémica para América Latina y el
Caribe [CEPAL], FAO, y Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura
[1ICA], 2015).
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Pese a estos inconvenientes, los paises de la region han ejecutado esfuerzos
significativos para acrecentar la productividad agricola y el valor agregado de los
productos. El aumento de la productividad se debid a la adopcién de tecnologias e
innovaciones como la transgénesis, labranza cero y produccion bajo ambientes
protegidos, principalmente. También hubo un aumento del grado de concientizacion
de los productores agricolas sobre el cambio climético, por lo que se ha visto un
aumento del uso de bioinsumos, que todavia no es generalizado, pero es tendencia
(CEPAL et al., 2015).

2.2.2. Ecuador

Los fertilizantes contribuyen en gran parte a los altos costos de produccién de la
agricultura, ya que corresponden al 22 % mientras que los agroquimicos constituyen
tan sélo el 6,7 %. Para afrontar este problema, el gobierno ecuatoriano promovié
durante el afio 2015 disminuciones del 11 % en el indice de Fertilizantes (IPF) y del
0,3 % en el indice de Agroquimicos (IP1) (Monteros Guerrero y Salvador Sarauz,
2015).

Los pesticidas empezaron a emplearse durante la segunda mitad del siglo XX,
proprovenientes de subvenciones estatales en respuesta a la llamada “Revolucion
verde” que pretendia aumentar la productividad del agro para poder responder a la
creciente demanda mundial de alimentos; sin embargo, con el tiempo se fue
demostrando el efecto nocivo de estos quimicos en el ser humano y el medio ambiente
(Grieshop y Winter, 1989). Pese a ello, todavia se siguen empleando los plaguicidas
debido a falta de conocimientos sobre el manejo de pesticidas, tecnologia obsoleta y
poca capacidad de adquisicion de otros agroinsumos de menor impacto (Love y
Pollanis, 2015).

Hoy por hoy, el Ecuador constituye una zona de emergencia puesto que se reporta que
las areas de produccion de maiz son susceptibles de enfermedades virales y fangicas,
previéndose la importacion del maiz para suplir la demanda nacional (Subsecretaria

de Tierras y Reforma Agraria [STRA], 2016). En vista de la necesidad de aumentar la
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productividad agricola de forma sostenible es recomendable la Gestion Integrada de
Plagas (GIP) con agentes bioldgicos.

2.2.3.Zonal

La probleméatica de los pesticidas afecta principalmente a Carchi, cuyos cultivos de
papa han sido tratados con pesticidas desde la década de los 60°s. Dentro los
principales pesticidas empleados se encuentran fungicidas como ditiocarbamatos de
metales e insecticidas como organofosforados y carbofuranos, los cuales son aplicados
sin medidas de proteccion, ya sea por presion social en términos de masculinidad,
desconocimiento y no disponibilidad de indumentaria apropiada, provocando
intoxicaciones de diverso grado de gravedad y contaminacion de ambientes naturales
aledafios. En consecuencia, el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) realiz6 en la década de los 90°s ciclos de transferencia de
conocimiento al campesinado relacionadas con la gestion integrada de plaguicidas y
sostenibilidad. A partir de alli, se siguieron realizando reuniones, capacitaciones y
conferencias relacionadas con el impacto de los plaguicidas en la Salud, la Produccion
y el Medio Ambiente, hasta que la presion de la industria de los plaguicidas persuadid
al gobierno para retirar el apoyo a la causa (Cole, Sherwood, Crissman, Barrera, y

Espinosa, 2002; Crissman, Cole, y Carpio, 1994).

Durante la primera década del siglo XXI se siguieron presentando casos de
intoxicacion y contaminacidn severos a raiz del uso intensivo de pesticidas (Hurtig et
al., 2003), pero con la financiacion del Centro Internacional de Investigaciones para el
Desarrollo (IDRC) y otros actores sociales se ha logrado encontrar formas de reducir
el uso de pesticidas y la exposicion de las familias de los agricultores, sin afectar los
rendimientos. Pese a ello, la tasa de intoxicacion por plaguicidas en Carchi se
encuentra entre las mas altas del mundo, ya que en esta zona trabajan con los
plaguicidas méas peligrosos del mundo y las preparaciones para fumigar son
usualmente preparadas en casa, involucrando a todos los miembros del hogar. Se
reporta que 4 de cada 100 habitantes sufre intoxicacién mientras que 4 de cada 10 000

fallecen por esta causa (Mera-Orcés, 2001; Stephen, 2003). Al mismo tiempo, un
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estudio demostrd que los pesticidas son son inhibidores de la coliestereasa, disruptores
endocrinos, carcinégenos (Crissman et al., 1994; Srivastava y Singh, 2013) y
causantes de retraso en el crecimiento de los nifios del Carchi, asi como de anomalias

neuroconductuales (Grandjean, Harari, Barr, y Debes, 2006).

2.3. Propuesta al desafio: biocontroladores

El aumento de la productividad agraria debe lograrse mediante la aplicacion de
tecnologias sostenibles que permitan responder a la aumentada demanda de alimentos
y a las exigencias del mercado en términos de calidad e inocuidad. Sumpsi (2012)

propone cuatro tecnologias sostenibles econdémica y ambientalmente:

e La agricultura de conservacion, que se basa en el laboreo minimo o nulo de la
tierra, y la siembra de cultivos asociados o intercalados

e La agricultura de precision para el uso eficiente de fertilizantes y del agua de
riego

e La Gestion Integrada de Plagas y enfermedades, que combina el uso de
variedades de plantas resistentes y el uso razonable de pesticidas

e La conservacion y el uso sostenible de la biodiversidad, mediante la

biotecnologia, especificamente la mejora genética (p. 5-6).

En cuanto a las propuestas biotecnoldgicas, existen todavia polémica por la
conveniencia del uso de la transgénesis debido a sus hipotéticos efectos en negativos
en la salud humana y el medio ambiente, principalmente, asi como en los costos de
produccion, ya que las variedades transgenicas son estériles, es decir que, sus semillas
no germinan y hay que comprar nueva semilla a las multinacionales (Morales
Estupifian, 2001).

La Gestion Integrada de Plagas (MIP) se considera la opcion més viable, ya que su
propdsito es la obtencion de cultivos sanos con el menor impacto ambiental (Duarte,

2012). El biocontrol constituye una estrategia biotecnolégica ecolégicamente limpia 'y
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compatible con la agricultura orgénica y el MIP (Monte & Llobell, 2003), su objetivo
es “crear un equilibrio entre las plagas y los biocontroladores, de modo que la plaga
llegue a un nivel donde ya no sea danina”. El biocontrol es la préctica convencional
de control de plagas méas conveniente, ya que es econémico, no genera resistencia en
las plagas, no representa un riesgo para la salud humana y es ambientalmente amigable
(Hanke, 2012%).

2.4. Bioinsumos

Los bioinsumos surgieron como respuesta a la demanda mundial de alimentos
trazables, inocuos y ecoldgicos. Son productos fabricados a partir de microorganismos
(hongos, actinomicetos y bacterias) que tienen la capacidad de promover el
crecimiento vegetal, directamente al facilitar la absorcidn de nutrientes por la planta o
indirectamente al contribuir al control de enfermedades y plagas (Murillo et al., 2010;
Nora Altier, Elena Beyhaut, 2012); por lo tanto, pueden dividirse en biofertilizantes y
biocontroladores, aunque a veces la misma cepa microbiana posee ambas funciones
(Altier, Beyhaut, Rizza, & Rivas, 2012); tal es el caso de Trichoderma spp. y
Beauveria spp., que aparte de parasitar hongos patogenos de plantas inducen el
crecimiento de las plantas y fortalecen su respuesta inmunitaria tanto localizada como
sistémica (Dou et al., 2014; Elliot et al., 2000; J. F. White et al., 2002).

Los microorganismos con potencial como biocontroladores deben ser cepas de rapido
crecimiento, esporulacién abundante, alta patogenicidad a plagas objetivo y bajos
costos de produccion. Adicionalmente, las formulaciones microbianas deben presentar
larga vida de anaquel (aprox. 18 meses) a condiciones ambientales, sin perder
considerablemente su infectividad (Couch & Ignoffo, 1981).

La produccién de bioinsumos es una forma de valorizacion de la biodiversidad que
permite su aprovechamiento econdémico sosteniblemente (Quezada, Roca, Szauer,
GbOmez, & LOpez, 2005b; Ramon et al., 2005b), lo que representa una ventaja

comparativa para los cinco paises miembros de la Comunidad Andina de Naciones
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(CAN), entre los que se encuentra Ecuador; ya que poseen alrededor del 25 % de la
biodiversidad mundial (Estrella, Manosalvas, Mariaca, & Ribadeneira, 2005).

2.5. Beauveria spp

Los hongos entomopatdgenos son enemigos naturales de artropodos terrestres, ya que
los infectan hasta causarles la muerte; por lo que estos hongos constituyen importantes
reguladores de las poblaciones de insectos susceptibles en los ecosistemas terrestres
(Hajek, 1997). Ademaés, estos hongos pueden vivir endéfitamente entre células
vegetales sin causar efectos negativos en el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Gomez-Vidal, Salinas, Tena, & Lopez-Llorca, 2009). En consecuencia, han sido
usados por varios afios como biocontroladores de plagas de insectos en cultivos
agricolas, como alternativa para los insumos agricolas sintéticos (Altier et al., 2012).
Entre los insectos susceptibles a Beauveria spp. se encuentran el escarabajo de la patata
de Colorado, Lepitinotarsa decemlineata (Allee, Goettel, Gol’berg, Whitney, &
Roberts, 1990); la hormiga roja de fuego, Solenopsis invicta Burenk (Bradleighvinson
& Siebeneicher, 1991); la oruga de pino, Dendrolimus Punctata Walker (Long & Du,
1988); la cucaracha alemana, Blattella germéanica (Cai & Liu, 1988); el barrenador
menor, Elasmopalpus hgnosellus (McDowell, Funderburk, Boucias, Gilreath, &
Lynch, 1990); el gusano falso medidor, Trichoplusia ni (Ignoffo, Garcia, Kroha, &
Crouch, 1982); el gusano de seda de mora, Bombyx mori (Y. X. Huang, 1988); el
saltamontes migratorio, Melanoplus sanguinipes (Feng, 1994); piojo harinoso,

Planococcus ficus (Rondot & Reineke, 2016); entre otros.

Beauevria spp. es un hongo entomopatdgeno que infecta a los insectos mediante sus
conidiosporas (propagulos asexuales), que se adhieren a la cuticula huésped, donde se
desarrollan los tubos germinativos e invaden el hemocele. La invasion es posible
gracias a las enzimas secretadas, que permiten la degradacion de proteinas, quitina y
lipidos en el integumento del insecto (Ferron, Fargues, & Riba, 1991; Khachatourians,
1991). Una vez dentro del huesped, el hongo prolifera y libera blastosporas como
indica la figura 1. El insecto muere por agotamiento de nutrientes en su hemolinfa y/o

toxemia, provocada por las micotoxinas fungicas (Khachatourians, 1991; Roberts,
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1981). Sin embargo, la actividad antifingica sobre los insectos objetivo no siempre es
letal; entre los efectos sub-letales o secundarios se reporta en la literatura: la
disminucion del potencial reproductivo y de la fecundidad del hongo, asi como de la

fertilidad de las esporas (Feng, 1994).

Adhesion Penetracién Crecimiento {\gregacxofn de.llel.llodcni):fdel
— lateral insecto y fagocitosis de hifas
de espora Germinacién
\ Evasion del sistema inmune

del insecto (como levadura)

Transformacién en hifa y
atravesamiento de cuticula

Esporulacion y diseminacion
Figura 1. Mecanismo de accién de Beauveria spp.
FUENTE: modificado de (Téllez-jurado et al., 2007, p. 74)

La clasificacion de las especies del género Beauveria se encuentra constantemente en
revision, utilizando filogenias multigénicas. Se han delimitado seis clados bien
sostenidos, siendo las especies mas conocidas: B. bassiana, B. brongniartii, B.
vermiconia, B. caledonica (Rehner & Buckley, 2005). La especie mas estudiada del
género es B. bassiana; su capacidad de biocontrol de plagas de insectos ha sido
evaluada para el desarrollo de bioinsumos agricolas (Inglis GD, Goettel MS, Butt TM,
2001), demostrandose que este hongo es competitivo en contraste con los insecticidas
quimicos en términos de infectividad (Feng, 1994). Por ende, es importante determinar
el protocolo de obtencion de cepas puras de este género de hongos, ya que su potencial

biotecnoldgico es impresionante.

2.5.1. Recoleccion

Los hongos Beauveria spp. se encuentran con mayor frecuencia en suelos de tierras
bajas con alto contenido orgéanico y un pH neutro a alcalino. Para cada muestra de
suelo se debe registrar el tipo de habitat (bosque, Campo, pradera o seto), la altitud del

sitio de muestreo, la posicion GPS, el tipo de cubierta de vegetacion y las
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caracteristicas basicas del suelo (pH, textura, entre otras) (Medo & Cagan, 2011;
Medo, Michalko, Medova, & Cagan, 2016). Para su recoleccién, se toman muestras
de suelo, las cuales se depositan en cajas de plastico y se conservan a 4 °C hasta su

procesamiento (Medo & Cagan, 2011).

También se le puede aislar de insectos, ya que es entomopatdgeno (Glare, Reay,
Nelson, & Moore, 2008; Reay et al., 2008). Para su recoleccion, se toman los
cadaveres de insectos, se depositan en cajas de plastico y se conservan a 4 °C hasta su
procesamiento (Medo & Cagan, 2011). Algunos de los insectos reportados en la
literatura son: Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae) (Leckie et al., 2008),
Hylamorpha elegans (Coleoptera: Scarabaeidae) (Glare, Jackson, & Cisternas, 1993),
Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae) (Posada & Vega, 2005),
Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera: Thaumetopoeidae) (Gomez-Vidal et al.,
2009), Ostrinia Furnacalis (Lepidoptera: Crambidae) (Ying & Feng, 2004), entre

otros.

Beauveria spp. puede encontrarse también como epibionte o endo6fito en méas de 700
especies de plantas (Elliot et al., 2000; J. F. White et al., 2002); aunque las especies
del género son pobres competidores en fuentes organicas en contraste con hongos
saprofitos ubicuos (Hajek, 1997; Keller & Zimmerman, 1989). Se ha reportado su
relacién simbiotica con algas (Castrillo et al., 2008), con la vid (Vitis vinifera) (Rondot
& Reineke, 2016), el cacao (Theobroma cacao) (Posada & Vega, 2005), el café
(Coffea spp.) (Posada, Aime, Peterson, Rehner, & Vega, 2007), el pino (Pinus radiata)
(Brownbridge, Reay, Nelson, & Glare, 2012), el maiz (Zea mays) (Wagner & Lewis,
2000), el banano (Musa spp.) (Akello, Dubois, Coyne, & Kyamanywa, 2009), el
espino blanco (Crataegus Monogyna), la ortiga (Urtica dioica) y varias Gramineas
(Poaceae), en particular la hierba del huerto Dactylis glomerata y la grama Elytrigia
repens (Meyling & Eilenberg, 20062).

2.5.2. Aislamiento de cepas

Antes de procesar las muestras de suelo es necesario tamizarlas en un tamiz de 5mm,

luego se disuelven en agua al 0,01 % y se agita a 200 rpm durante 20 minutos. La
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solucién obtenida se vierte sobre los platos de cultivo con agar pre-autoclavados a
120°C durante 20 minutos y se incuba a 24-28 °C durante al menos 14 dias en
oscuridad (Medo & Cagan, 2011). Para el caso de la vegetacién, sélo se hace una
impresion adaxial y abaxial de las hojas sobre agar y se hace conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) luego de dos semanas de incubacion a 23 °C en
oscuridad (Meyling & Eilenberg, 2006%). Se da el mismo caso para cadaveres de

insectos portadores del hongo (Lee, Kim, Skinner, Parker, & Kim, 2016).

Existe otro método para el aislamiento de estos hongos, empleando larvas susceptibles
a Beauveria spp. como cebo, tal es el caso de Galleria mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae) y Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebioidae), aunque también se ha
empleado gorgojos (Coleoptera: Curculionidae), moscas (Diptera: Anthomyiidae),
escarabajos de la harina Tribolium Destructor Uyttenb. (Coleoptera: Tenebrionidae),
barrenadores de corteza de pino Acanthocinus Aedilis L. (Coleoptera: Cerambycidae),
escarabajos de tierra y escarabajos rove (Coleoptera: Carabidae y Staphylinidae). Para
ello, se colocan los insectos vivos en cajas de Petri con muestra de suelo, se humedecen
y se incuban a 18-25 °C en oscuridad, procurando invertir la caja diariamente durante
los primeros 3 dias y cada dos dias durante el tiempo restante. Se toman las larvas
muertas, asumiéndose que murieron por infeccion fangica, se esterilizan
superficialmente con hipoclorito de sodio al 0,5% durante un minuto o con
medicamento, se lavan tres veces con agua desmineralizada y se depositan en una
camara humeda hasta esporulacion del hongo. Posteriormente las larvas se siembran
en agar como muestra la figura 2, y el micelio del hongo se repica hasta purificacion
de la cepa (Medo et al., 2016; Meyling & Eilenberg, 2006b; Zimmermann, 1986). El
método del Cebo, puede ser mas efectivo si se mezcla con medios selectivos (Meyling,
Llbeck, Buckley, Eilenberg, & Rehner, 2009).
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Figura 2. Aislamiento de Beauveria a partir de insectos.
FUENTE: (Cajas-Suarez, 2012, p. 35)

Entre los medios de cultivo reportados en la literatura para el aislamiento de estos
hongos se encuentra: Agar Papa-Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) (Bidochka,
Pfeifer, & Khachatourians, 19872); Agar de Dextrosa-Sabouraud (SDA, por sus siglas
en inglés) (Medo et al., 2016); SDA suplementado con Extracto de levadura (SDAY,
por sus siglas en inglés) y antibidticos (penicilina, estreptomicina y cloritetraciclina)
(Akello et al., 2009); y medio selectivo de Agar Glucosa-Peptona con antibi6ticos
(estreptomicina, tetraciclina, cicloheximida y dodina) (Strasser, Forer, & Schinner,
1997). El pH de los medios puede ser ajustado con KOH 1M (Medo & Cagan, 2011).

2.5.3. Identificacion de especies

Los métodos tradicionales de identificacion de las especies se basan en la observacion
de las caracteristicas macroscopicas de la colonia fungica (morfologia, color...) y las
caracteristicas microscopicas de la esporas (tamafo, forma, color...), de acuerdo con

claves taxonomicas reportadas en la literatura (Medo & Cagan, 2011).

El micelio de la fase asexual de las especies del género Beauveria se caracteriza por
ser blanco con un reverso amarillento, tener textura algodonosa a polvorienta, y poseer

conidioforos simples agrupados irregularmente o en grupos verticilados. En algunas

22



especies los conidioforos presentan forma de botella (Ramos Delgado, 2016).
Morfolégicamente, B. bassiana presenta hifas hialinas tabicadas de 2,5 a 25 um de
diametro, de donde se desprenden los conidiéforos simples raramente agrupados,
segun figura 3, los cuales sostienen los conidios, originados de formas simpodial o
acropeta. Las esporas son hialinas y esféricas, aunque a medida que disminuye la
concentracion de oxigeno en el medio se tornan ovaladas, recibiendo el nombre de

blastésporas (Barron, 2001).

Figura 3. Estructuras microscépicas del hongo B. bassiana.
FUENTE: (Ramos Delgado, 2016, p. 68)

Para la identificacion a nivel gendmico, se toma una solucién de esporas, la cual se
amplifica mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) y se secuencia con los respectivos cebadores. Las secuencias obtenidas se
analizan, ensamblan, procesan y alinean empleando un software especializado. Las
secuencias de haplotipos Unicos adquiridos, asi como las secuencias de referencia
(Buscar en Genbank) se utilizan para el analisis filogenético (Medo et al., 2016). Hasta
el afio 2018 se han reportado alrededor de 20 mil secuencias de ADN y ARN, 35
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sondas y cebadores basados en la secuencia, mas de 57 mil secuencias de proteinas,
343 conjuntos de secuencias de estudios filogenéticos y de poblacién, entre otros
(National Center for Biotechnology Information [NCBI], 2018).

Un alto nivel de diversidad genética se detecta cominmente dentro de las poblaciones
naturales de Beauveria spp. a nivel inter e intra-especifico (Rehner & Buckley, 2005;
Rehner et al., 2006). Para distinguir adecuadamente entre las especies del género se
emplean marcadores filogenéticos generales tales como el espaciador intergénico
(ITS) o el factor de alargamiento 1-a, los cuales no son capaces de caracterizar esta
diversidad en profundidad; por lo que se ha desarrollado en los ultimos afios el
marcador Bloc, asi como microsatélites, que permiten una mayor resolucion de los
aislamientos (Castrillo et al., 2008; Coates, Hellmich, & Lewis, 2002; Hollingsworth,
Lysy, & Matsumoto, 2011; Meyling & Eilenberg, 2006a).

2.5.4. Caracterizacion

La patogecinidad de este hongo se debe a su sintesis de proteinas degradantes de
cuticula (Charnley & Leger, 1991), proteinas Bb70p (Khan et al., 2016), lipasas
(Leopold & Samsinakova, 1970), trehalasas (Liu, Ying, & Feng, 2011), proteasas
(Shimizu, 1993), metaloproteasas, subtilisinas  (Khachatourians,  1996),
oxidorreductasas (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2016), quinasas (Luo et al., 2012),
quitinasas, hidrofobinas, bassiacridinas, citrocromos, catalasas, fosfatasas, entre otras
enzimas (Valero-Jiménez, Wiegers, Zwaan, Koenraadt, & van Kan, 2016), que ademas
de permitir la invasion del huésped cumplen funciones bioldgicas primordiales para el
crecimiento y desarrollo de las hifas. Durante el metabolismo secundario se producen
toxinas como beauvericinas (Leckie et al., 2008), oosporeinas (Brownbridge et al.,
2012), ciclosporinas (Weiser, Matha, Zizka, & Jegorov, 1989), Bassianolidinas,
eniatinas (Valero-Jiménez et al.,, 2016) y destruxinas (Toegel, Salar-Behzadi,
Horaczek-Clausen, & Viernstein, 2010), que también contribuyen a la patogenicidad

del hongo.

24



2.5.5. Conservacion de cepas

Para cepas de uso contante, el almacenamiento en medio sélido se efectla por lo
general a 24 °C en oscuridad; aunque la viabilidad empieza a perderse luego de una
semana de almacenamiento. Para que las cepas conserven viabilidad es necesario sub-
cultivar cada seis semanas, conservar a 4°C y hacer pruebas de infectividad cada seis
meses (M. C. Rombach, Aguda, & Roberts, 1988; Wagner & Lewis, 2000).

Las esporas liofilizadas se pueden almacenar a 20 °C (Ying & Feng, 2004), mientras
las soluciones de esporas en agua o glicerol al 10 % lo hacen a -80 °C (Kim, Kassa,
Skinner, Hata, & Parker, 2011; Medo et al., 2016; Posada & Vega, 2005). Las
soluciones con glicerol puede suplementarse también con 0,05 % de Tween 80 (Pham,
Kim, Kim, & Kim, 2009), fructosa, glucosa o sacarosa, que actlan como
criopreservantes, ya que este hongo es criosensible (Toegel et al., 2010). Taylor y Feng
(1994) demostraron que la viabilidad de los conidios sumergidos almacenados a 4 °C
es de 93,3 %; 87,3 %; y 35,3 % por un tiempo de almacenamiento de 8, 12 y 19 meses,
respectivamente. Mientras que la viabilidad las blastosporas sumergidas presenta
valores menores, correspondientes al 32,0, 29,3 y 4,8 %, bajo las mismas condiciones

de almacenamiento.

Las esporas también pueden almacenarse a temperatura ambiente, siempre y cuando
se empleen envases con atmosferas modificadas. Atmdsferas con CO2, N2, H2 0 He
pueden conservar la viabilidad hasta un 51 % a 50 °C; por otro lado, atmosferas con
20 % de CO2 Y 80 % de N2 permiten conservar la viabilidad de las esporas hasta un
80 % durante 150 dias a 40 °C o 30 dias a 50 °C, y hasta un 87 % durante 16 semanas
a 25 °C, siempre y cuando se tenga una Actividad de Agua (Aw, por sus siglas en
inglés) igual o menor a 0,032 (Faria, Hotchkiss, & Wraight, 2012).

Una de las formas para determinar la viabilidad de los conidios de los hongos
entomopatdgenos es usar suspensiones flngicas estandarizadas a concentraciones
definidas, las cuales se dispersan en placas que contienen Agar Sabouraud o Agar Papa
Dextrosa. Las placas se incuban a 24-26 ° C, con un fotoperiodo de 12 horas y
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humedad relativa del 60-80%. Después de 24 horas el porcentaje de conidios
germinadas y no germinadas se cuantificaron con un microscopio de luz (S. B. Alves,
1998). Un protocolo mas especifico fue elaborado por Oliveira, Pauli, Mascarin y
Delalibera (2015).

2.6. Produccién de biomasa fangica

Existen métodos muy variados para la produccion de conidios de hongos
entomopatogenos, pudiendo ir desde lo simple a lo complejo segun el medio de cultivo
empleado para su produccion y el grado de tecnificacion del proceso. Muchos
experimentos a escala laboratorio han sido llevados a cabo con el fin de determinar la
composicion del medio de cultivo y los parametros 6ptimos para la produccion de
biomasa fungica, evaluando a su vez, sustratos alternativos de bajo costo que mejoren

la produccion, la infeccidén y almacenamiento de estos microorganismos.

Beauveria spp. se cultiva facilmente por fermentacion en estado sélido o liquido,
siendo la segunda la que presenta la produccién de conidios mas réapida (B. Alves,
Filho, & Roberts, 2003), aunque se considera que la conidiacién depende de la
naturaleza del aislado y de las condiciones fisioldgicas particulares usadas (M. C.
Rombach, 1989). La diferencia entre las dos fermentaciones radica en que en medio
solido se producen espontaneamente conidios aéreos por agotamiento de los
nutrientes, mientras que en medio liquido se producen blastosporas como
consecuencia de la fragmentacion de las hifas por las fuerzas mecanicas de agitacién
(Bidochka et al., 19872, Feng, 1994).

Las Blastosporas son mas delicadas y de corta duracion que las conidiosporas a causa
de su fina pared, pero pueden ser igual 0 mas virulentas (Bartlett & Jaronski, 1988;
Hall, 1981; Pham et al., 2009; P. Taylor & Feng, 1994). No obstante, las conidiosporas
son mas estables durante el secado post-fermentacion ya que tienen una pared mas
gruesa (Yin, Chen, Chen, Guo, & Li, 1988b), por lo que son mas empleadas para la

produccidn de pesticidas agricolas; sin embargo, deben ser separadas del sustrato para
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la formulacion del bioinsumo, lo que aumenta la dificultad del proceso (Lee et al.,
2016).

La Fermentacion en Estado Sélido (FES) es sencilla y de bajo costo, debido al facil
acceso a las materias primas. Consta de cuatro fases de desarrollo: 1) inoculacion del
sustrato; 2) propagacion del micelio; 3) agotamiento de nutrientes; 4) esporulacion
aérea. Se reportan tres tipos de contenedores para la produccion de esporas: sacos de

polipropileno, botellas de vidrio y bandejas (Lopes, 2008).

La Fermentacion en Estado Liquido (FEL) emplea como su nombre lo dice, medios
de cultivo liquidos de origen sintético o natural, en donde ocurre conidiacién
sumergida, la cual consta de cinco fases de desarrollo: (1) hinchazén y germinacion de
conidios; (2) formacion de micelios y conidioforos; (3) ramificacion del micelio y
conidiacion inicial; 4) conidiacion masiva; (5) separacion de conidios en cultivo
liquido (Kononova, 1978). Pese a ser mas rapida que la FES y permitir tanto un mejor
control de parametros de operacion como una separacion de esporas mas sencilla,
presenta mayores costos de produccion y tiende a producir mayor proporcion de
blastosporas que de conidios sumergidos (Garcia-Gutiérrez, Gonzéalez-Maldonado,
Medrano-Roldan, & Solis-Soto, 2013).

Para aprovechar las ventajas de la FES y de la FEL, se ha incursionado en la
produccion de esporas de Beauveria spp. por fermentacion bifasica, logrando producir
en poco tiempo conidios sumergidos similares a los conidios aéreos en estabilidad y
virulencia. En la primera etapa el micelio vegetativo se produce en condiciones
sumergidas, mientras que en la segunda etapa el inoculo liquido se transfiere a un
medio solido para que ocurra la conidiacion superficial del micelio (Feng, 1994; Hall
& Papierok, 1982). Segun Soper y Ward (1981), la fermentacion bifésica permite que
el hongo crezca en fermentadores hasta el final de la fase logaritmica obteniendo una
produccion maxima de biomasa micelial. Aunque este método requiere de gran
cantidad de mano de obra, lo que hace mas costosa su implementacion (M. C.
Rombach, 1989).
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2.6.1. Preparacion del in6culo

Las cepas de trabajo se cultivan por lo general en Agar Glucosa- Peptona de soya
(Rondot & Reineke, 2016), Agar Papa-Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés)
(Bidochka et al., 19872) o Agar de Dextrosa-Sabouraud (SDA, por sus siglas en inglés)
(Medo et al., 2016) o Agar Harina de Avena a 22-26 °C, alternando luz y oscuridad
(Greenfield et al., 2016). Para obtener el indculo liquido, los conidios se cosechan
vertiendo tween 80 al 0,02 % sobre las cajas de Petri y raspando suavemente con una
varilla de vidrio la superficie de las colonias de B. bassiana de 8 dias de edad (Pham
et al., 2009); luego se suspende en Solucion de Ringer concentrada con 0,02% de
Tween 80 (Rondot & Reineke, 2016), caldo estéril de levadura-glucosa (Leckie et al.,
2008) o caldo Dextrosa-Saboraud (Ying & Feng, 2004) y se deja incubando durante 6
dias a 24-26 °C (Lee et al., 2016). La concentracion de conidios en la solucion se mide

con un hemocitdmetro o una cdmara de Neubauer.

2.6.2. Fermentacion

Para la Fermentacién en Estado Liquido (FEL), el indculo se vierte en el medio de
cultivo y se incuba por el tiempo correspondiente. Para medios liquidos, como caldo
de glucosa y extracto de levadura, se reporta un tiempo de incubacion de 4 a 5 dias a
temperatura ambiente en bioreactores con capacidad de 7 u 8 litros. Los micelios se
cosechan mediante filtracion al vacio a través de un tamiz de malla 18 (abertura de
malla de 1 mm) o un embudo de Buchner hasta su posterior analisis (Leckie et al.,
2008).

La figura 4 muestra dos prototipos de biorreactores a escala laboratorio, donde (1) esta
conectado a una bomba de aire, por lo que la aireacién es forzada, mientras que (11) no
estd conectado a ninguna fuente, por lo que la aireacion es natural, permitiendo sélo el
ingreso del aire necesario, lo que permite una menor contaminacion del medio (Mata
Astorga, 2008).
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Figura 4. Fermentadores tipo | y Il para la produccion de B. bassiana por FEL
FUENTE: (Mata Astorga, 2008, p. 31-32)

Para la Fermentacion en Estado Sélido (FES, por sus siglas en inglés), se siguen tres
pasos como indica la figura 5. Primero, se esteriliza el sustrato a 121 °C por 45 minutos
en bolsas de polipropileno. Se han reportado condiciones de esterilizacion de medios
de cultivo a 120 °C por 20 minutos (Medo & Cagan, 2011; Meyling & Eilenberg,
2006?); y de bioreactores a 248 °C, 200 rpm de agitacion y un flujo de 4 L de aire
comprimido por minuto de aireacion durante 1 dia (Leckie et al., 2008). Una vez
enfriado el medio de cultivo, se inocula con suspension de esporas y se incuba a 24-
26 ° C durante 6-7 dias, pudiendo alargarse hasta las dos semanas. Posteriormente, se
seca el cultivo por ventilacion a 34 °C durante 1 dia y a temperatura ambiente durante
otro dia. Finalmente, los conidios se cosechan, separandose del sustrato con un tamiz
vibratorio de 78 mesh y secandose durante un dia mas. Algunos autores humectan el
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sustrato con una solucion de &cido citrico al 4 %, para para reducir la contaminacion
bacteriana (Feng, Pu, Ying, & Wang, 2004; Kim et al., 2011).

Lee y colaboradores (2016) emplearon bolsas de polipropileno con perforaciones de
15 micras de diametro, lo que les permitid posteriormente sumergir las bolsas
incubadas en agua para lavar el sustrato con agitacion y obtener una nueva solucion de
gsporas con una concentracion promedio de 1x10° conidios/ml, util para

biopreparados.

Figura 5. Produccion de B. bassiana por FES: inoculacion (a), incubacién (b) y

cosecha (c).
FUENTE: (Monzén, 2000, p. 20-22)

2.7. Parametros de operacion

2.7.1. Composicion del medio

La composicion del medio esta inherentemente relacionada con la cantidad y calidad
del hongo producido (Kassa et al., 2008). La proporcion C:N optima es de 22,4 y el
mejor medio para fermentacion liquida descrito se conforma de una solucion con 3%
de harina de maiz, 2% de polvo de maiz y 2% de salvado de arroz (Pham et al., 2009).
Alguno de los sustratos utilizados para el crecimiento de B. bassiana son generalmente
productos vegetales ricos en almidon como granos y polvo de mijo italiano (Setaria
italica) (Kim et al., 2011), salvado de trigo (M. C. Rombach et al., 1988), arroz (Feng,
1994), patatas, avena, maiz y fréjol. De estos, el arroz cocido es uno de los medios mas
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comunmente utilizados para la produccion de B. bassiana a gran escala (Leite, L. G.,
Batista Filho, A., Almeida, J. D., & Alves, 2003). El lactosuero también ha sido
empleado por algunos autores, gracias a su contenido de lactosa y proteinas, como
fuente de azucar y nitrégeno, correspondientemente (Kassa et al., 2008). Igualmente,
los granulos de alginato de sodio con salvado de trigo también han sido empleados
para la inmovilizacién de las esporas (Knudsen, Johnson, & Eschen, 1990; Marques,
Alves, & Marques, 1999).

Esta demostrado que la composicion del medio liquido puede determinar la produccién
de conidios (Feng, 1994). Yin y colaboradores (1988?) indujeron la produccion de
conidios sumergidos al emplear un medio liquido conformado con un 2% de jarabe de
maiz, 3% de sacarosa y diversas sales basales. La conidiacion sumergida esta
relacionada con la naturaleza de la fuente de carbono y la presencia de nitrato como
fuente de nitrogeno, por ejemplo, KNOz y NaNOsz (Kononova, 1978; Schamne, 2010;
Thomas, Khachatourians, & Ingledew, 1987); sin embargo, el uso de NH4NOs induce
la produccidn de blastosporas en fermentadores (C. J. Chen et al., 1990). Por otro lado,
la adicién de fosfato reduce significativamente la produccién de conidios, mientras la
de quitina presenta un efecto contrario (Hegedus, Bidochka, & Khachatourians, 1990)
Bidochka, Pfeifer y Khachatourians (1987b) estudiaron el crecimiento de B. Bassiana
en cultivo liquido probando diferentes medios: 0,2 % de extracto de levadura - 1 % de
peptona - 2 % de glucosa; 1 % de peptona — 2 % de glucosa; 1 % de peptona; 2 % de
glucosa. Encontraron que la produccion de blastosporas se da en todos los medios
liquidos a excepcion del compuesto Unicamente por glucosa. En peptona-glucosa, el
rendimiento de blastosporas fue cuatro veces mayor que en el extracto de levadura-
peptona-glucosa. Sin embargo, la produccién mas alta de biomasa surgio al usar el

levadura-peptona-glucosa.

La sustitucion de glucosa por otra fuente de carbono simple como citrato, lactosa,
sorbitol, almidon, fructosa o glicerol disminuye el rendimiento de conidios sumergidos
y/o aumenta la proporcion de blastosporas (Thomas et al., 1987), ademas, disminuye
la adhesion de los conidios aéreos; aunque la combinacion de extracto de levadura y

sacarosa 0 maltosa, induce una mayor conidiacién (M. C. ubmerge. Rombach, 1989).
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Por otro lado, la presencia de N-acetilglucosamina promueve la adhesion conidial,
mientras los detergentes le inhiben (Holder & Keyhani, 2005). En consecuencia, los
tensoactivos como aceite de ricino, éter lauril de polioxietileno, tween 80, tween 20,
entre otros, se emplean para disminuir la adhesion de los propagulos al sustrato y
puedan facilmente disolverse en la solucion acuosa en que se sumerjan. El tensoactivo
mas eficaz es Silwet L-77 (Lee et al., 2016). La adicion de sodio y potasio aparte de
servir como fuente de nutrientes, sirve también como para regular la presién osmotica
(B. Alves et al., 2003).

2.7.2. Temperatura

Estudios han demostrado que este hongo puede crecer adecuadamente en un rango de
temperatura de 20-25 °C (Hajek, 1997), aunque un estudio demuestra que la

temperatura 6ptima de crecimiento micelial es a 25-27 °C (Pham et al., 2009).

2.7.3. Humedad

Las conidiosporas germinan en un medio con alta humedad (Couch & Ignoffo, 1981),
que puede variar entre el 30 al 80%, dependiendo de la especie. No obstante, una alta
humedad causa disminucion de la porosidad del sustrato, baja difusion de oxigeno y
mayor actividad microbiana. Por el contrario, una baja humedad conduce a un limitado

crecimiento del hongo y una baja biodisponibilidad del sustrato (Cruz-Barrera, 2014).

2.7.4. lluminacion

Para la induccion de los conidios aéreos en medios solidos se hacen crecer los hongos
en condiciones de oscuridad (Rondot & Reineke, 2016; Wagner & Lewis, 2000),
aunque algunos autores emplean un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad (Ownley, Gwinn, & Vega, 2010); o 12 horas de luz y 12 de oscuridad
(Greenfield et al., 2016).
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2.7.5. pH

Bajos pH disminuyen la adhesion conidial, aunque no de manera dréastica (Holder &
Keyhani, 2005). EI 6ptimo pH inicial para la produccion de esporas es 5,2 (Pham et
al., 2009).

2.7.6. Agitacion

Las fuerzas mecénicas de la agitacion fragmentan los micelios y promueven la
formacion de blastosporas (Bartlett & Jaronski, 1988; Hall, 1981; Pham et al., 2009).
Se reporta que la frecuencia de agitacion de medios liquidos que permite la mayor

produccién de esporas es de 200 rpm (Pham et al., 2009).

2.7.7. Afinidad de los propagulos

Beauveria spp. produce al menos tres propagulos unicelulares distintos: conidios
aéreos, células vegetativas denominadas blastosporas y conidios sumergidos; que se
pueden aislar de placas de agar, de cultivos liquidos ricos en nutrientes y de cultivos
sumergidos bajo condiciones de limitacion de nutrientes, respectivamente. Los
conidios aéreos se adhieren mal a las superficies débilmente polares y rapidamente a
las superficies hidréfobas e hidréfilas. Por el contrario, las blastosporas se unen mal a
las superficies hidrofobas, formando pequefios agregados; pero se unen a las
superficies hidréfilas y polares débiles, con la diferencia de que con esta Ultima
requiere un mayor tiempo de incubacion para unirse. Por su parte, los conidios
sumergidos muestran una especificidad de union mas amplia a superficies

hidrofobicas, débilmente polares e hidrofilicas (Holder & Keyhani, 2005).

2.8. Rendimiento

Las tasas de germinacion se calculan mediante un conteo de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) (Goldman & Green, 2008). Una de las formas para determinar la

viabilidad de los conidios de los hongos entomopatdgenos es usar suspensiones
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fangicas estandarizadas a concentraciones definidas, las cuales se dispersan en placas
que contienen Agar Sabouraud o Agar Papa Dextrosa. Las placas se incuban a 24-26
° C, con un fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa del 60-80%. Después de 24
horas el porcentaje de conidios germinadas y no germinadas se cuantificaron con un

microscopio de luz (S. B. Alves, 1998).

La determinacion del rendimiento de cultivos solidos es complicada, ya que los hongos
estan intimamente ligados la matriz solida en la que se desarrollan, lo que dificulta la
medicion de la biomasa producida. Por el contrario, en el cultivo sumergido, la
biomasa puede separarse y cuantificar mas facilmente por diferencial de peso seco.
Bajo este contexto, se han realizado estudios que permitan estimar de forma indirecta
la cantidad de biomasa generada mediante la medicion de otros componentes
producidos proporcionalmente con el crecimiento celular, tales como la glucosamina,
los azlcares totales y el ergosterol. Los resultados obtenidos por Desgranges,
Vergoignan, Georges y Durand (Desgranges, Vergoignan, Georges, & Durand, 1991)
muestran que las mediciones de glucosamina son un buen indicador del desarrollo de
la biomasa fangica. Sin embargo, este indicador de biomasa sélo puede ser utilizado
para comparar diferentes medios que tienen los mismos constituyentes Incluso si las

relaciones C/N son diferentes.

2.9. Banco de recursos genéticos microbiano (BRGM)

2.9.1. Definicién

Los Bancos de Recursos Genéticos Microbianos (BRGM) son instituciones capaces
de salvaguardar, mantener y distribuir cepas microbianas autenticadas, su ADN y los
datos asociados de una manera controlada para la investigacion y el desarrollo
comercial (McCluskey, 2017; Overmann, 2015). Estos BRGM deben proporcionar
informacion relevante en cuanto a la biologia de la especie, inventario de individuos,
accesibilidad, aplicaciones, entre otros datos (Medina, Velasco, & Cruz, 2006). Por

otro lado, apoyan a los depositantes de recursos microbianos para enfrentar nuevos
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desafios legales luego de la implementacién del Protocolo de Nagoya (Overmann,
2015).

Los BRGM permiten la conservacion ex situ de las especies ya que brindan un seguro
cuando las especies desaparecen en su ambiente natural, y proporcionan un suministro
oportuno de materiales para investigacion y para reposicion de las variedades locales
relegadas (Valencia, Lobo, & Ligarreto, 2010). Segun Herrera & Rodriguez (2004), la
conservacion ex situ “constituye un proceso que implica tanto el almacenamiento de
los recursos genéticos en bancos de germoplasma, como el establecimiento de
colecciones de campo y manejo de especies en condiciones especiales de crecimiento”

(p. 187).

Las colecciones bioldgicas son bancos de datos que proveen de informacion basica
sobre la diversidad bioldgica en un lugar y tiempo determinado, por lo que permite
conocer tanto la biodiversidad actual como la pasada (Simmons & Mufioz-Saba,
2005).

Actualmente, existe a nivel internacional la Federacion Mundial para Colecciones de
Cultivos (WFCC, por sus siglas en inglés), que es una comision Multidisciplinaria de
la Unidn Internacional de Ciencias Bioldgicas (IUBS) y de la Union Internacional de
Sociedades de Microbiologia (IUMS), encargada de la recoleccidn, autenticacion,
mantenimiento y distribucién de cultivos de microorganismos y células cultivadas.
Esta federacion cuenta con una base de datos internacional sobre recursos culturales
en todo el mundo, llamada World Data Center for Microorganisms (WDCM,

http://www.wdcm.org/).
El Fungal Genetics Stock Centre (FGSC, http://www.fgsc.net/) es el repositorio

publico méas grande de hongos y levaduras genéticamente caracterizados y autorizados

para aplicaciones en genetica, biologia celular, medicina y agricultura.
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Segin Overmann (2015) “Las cepas aisladas constituyen la base de la sistematica
microbiana y de numerosas aplicaciones en biotecnologia, farmacologia, agronomia 'y

salud publica”.

2.10. Marco Legal

La diversidad bioldgica esta actualmente protegida por diferentes
instrumentos juridicos tanto a nivel internacional como nacional, conocer
ambos es de gran importancia ya que desde el momento en que un Estado
ratifica un tratado internacional, éste pasa a tener fuerza de ley en su

propio territorio (Sanchez, 2002).

A nivel internacional se subraya la Conferencia de las Naciones Unidas
sobre Medio Ambiente y Desarrollo (la “Cumbre de la Tierra”), realizada
en Rio de Janeiro (1992), la cual aborda de manera exhaustiva la
diversidad bioldgica y tiene como objetivo su conservacion, uso sostenible
y division equitativa de utilidades obtenida por explotacion comercial. A
partir de aqui surgen el Programa 21, la Declaracion de Rio sobre Medio
Ambiente y Desarrollo, el Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB),
y el Protocolo de Nagoya sobre Acceso a los Recursos Genéticos (United
Nations, 2017). Para el cumplimiento del protocolo se establecieron
Puntos Focales Nacionales (PFN) y las Autoridades Nacionales
Competentes (CNA) (Secretaria Del Convenio Sobre la Diversidad, 2011).

Por otro lado, la Decision 391 de la Comunidad Andina de Naciones
(CAN) establece principios generales y normas para el acceso a los
recursos genéticos y la utilizacién de los mismos, y la Decisién 523 de la
CAN, titulada “Estrategia Regional de Biodiversidad para los Paises
Andinos Tropicales” abarca la conservacion de la biodiversidad y el uso
sostenible de los recursos genéticos (Accion Ecoldgica, 2013). El Plan de
Accién Mundial (PAM) para la Conservacion y la Utilizacién Sostenible

de los Recursos Fitogenéticos para la Agricultura y la Alimentacion
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(RFAA) prioriza la conservacion de la diversidad genética de los recursos

que permitan afrontar la crisis alimentaria.

A nivel nacional, la carta magna ecuatoriana, declara en el capitulo
segundo que es de interés publico la conservacion del ambiente y la
biodiversidad, la mitigacion del dafio ambiental, la restauracion de los
espacios naturales degradados y la integridad del patrimonio genético del
pais (Asamblea Nacional, 2008). En consecuencia, el Departamento
Nacional de Recursos Fitogenéticos (DENAREF) lidera el Banco
Nacional de Germoplasma del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias del Ecuador (INIAP), con el objetivo de
regular el uso de la biodiversidad vegetal por parte de agricultores,
fitomejoradores, agroindustriales y cientificos (DENAREF, 2011; Tapia,
Zambrano, y Montero, 2008).

Actualmente, el Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA)
estd creando el primer BRGM nacional, con el objetivo de promover la
conservacion y uso sostenible de la biodiversidad microbiana endogena.
El proyecto se enmarca dentro del Plan de gobierno actual y la

Constitucién Politica Nacional (Pineda-insuasti, 2016).
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CAPITULO Il

3. Estudio experimental

3.1. Aislamiento, identificacion y caracterizacion de la cepa nativa de Beauveria

spp.

El experimento tiene como objetivo aislar, identificar y caracterizar la cepa nativa de
Beauveria spp., para su conservacion en un Banco de Recursos Genéticos Microbianos
(BRGM) con fines industriales.

3.2. Materiales y métodos

El trabajo experimental se realizd en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del
Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA) en convenio con el Ingenio
Azucarero del Norte (IANCEM), localizado en la Ciudad de Ibarra a 2241 msnm con
una temperatura promedio de 18 °C.

3.2.1. Reactivos

Se empleo los medios de cultivo Agar antibiotico, Agar papa dextrosa (PDA) y Agar
Extracto de Malta (MEA) de la marca FUNGI PERFECTI®, los cuales se prepararon
siguiendo la técnica descrita por Stamets (2000).

3.2.2. Medio de cultivo

Se empleo el medio de cultivo Agar Antibidtico de la marca FUNGI PERFECTI®, el
cual fue preparado siguiendo la técnica descrita por Stamets (2000).
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3.2.3. Equipos

Se emple6 una camara de flujo laminar disefiada por el CEBA con filtro HEPA (High
Efficiency Particulate Air) H14 EN-1822-1, un termociclador Analitek C1000 Touch

y una camara de electroforesis Thermo Scientific™ P§1.

3.2.4. Material biologico

Beauveria spp. se aislo de cafetales debido a que es el principal antagonista de la broca,
plaga del café, y su ubicuidad le permite adaptarse a las mismas condiciones de cultivo
que ella (Cruz-Barrera, 2014).

Las muestras de suelo y de granos de café ardbiga infestados por hongos se
recolectaron en la Provincia de Imbabura, Cantén Cotacachi, Parroquia Apuela, Sector
pueblo viejo, en una plantacién con las siguientes coordenadas UTM WGS84 (GPS
MAGELLAN 550): 17S Este 777252,87 Norte 10041385,16, segun figura 6. La zona
estaba a una altitud de 1647 msnm, con una temperatura promedio de 18 °C y una
precipitacion media de aproximadamente 1400 milimetros por afio. Los muestreos
fueron hechos en forma de zig-zag cerca de las raices de la planta de café (ver figura

7), a una profundidad de 20 cm, conforme con Cubillos, Goretti y Lizcano (2014).

Figura 6. Ubicacion geografica de la zona de recoleccion de muestras.
FUENTE: el autor
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Figura 7. Recoleccion de muestras de suelo.
FUENTE: el autor

3.2.5. Aislamiento

Se deposit6 1 g de suelo en cada caja de Petri con agar antibidtico y se incub6 durante
7 dias a 22 °C. Las cepas de Beauveria spp. fueron purificadas mediante la técnica de
repiques sucesivos en agar PDA (ver figura 8), teniendo en cuenta las claves
taxondmicas de Humber (1997). Las cepas se codificaron como ceba BB-30u y ceba
BB-20u, y se conservaron a una temperatura entre 2 a 4 ° C en el Banco de Recursos
Genéticos Microbianos (BRGM) del CEBA. Las cepas de trabajo se prepararon por
transferencia directa de micelio de las cepas madre a tubos de ensayo con medio

nutritivo e incubacién a 22 °C durante 7 dias.

eparacién de medio de cultivo Autoclavado

Cultivos axénicos Inoculacién del medio de cultivo

Figura 8. Proceso de aislamiento de Beauveria spp.
FUENTE: el autor
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3.2.6. Identificacion molecular

Fue realizada por el laboratorio especializado IDGEN (http://idgen-ecuador.com/) de
la ciudad de Quito (Ecuador), siguiendo metodologias privadas y confidenciales, por
lo que algunos detalles del protocolo de identificacion no pueden ser especificados en

este documento.

La identificacion molecular consistio en la purificacion de la cepa, extraccion de ADN,
amplificacion de barcode, secuenciacién estandar, ensamblaje de productos de PCR y
contraste de resultados con bases de datos.

Para la extraccion de ADN se tomo6 micelio procedente de la colonia congruente de
Beauveria spp., codificada como H001, se efectud el rompimiento celular mecénico
(bead beating) y quimico (buffer de lisis), y se sigui6 el método de Sambrook, Fritsch
y Maniatis (1989), con adicién de ARNasa para eliminar el ARN residual (X. Z. Fan
etal., 2014) (...ver anexo 1...). El ADN obtenido se diluy6 en buffer TE 1x hasta una
concentracion en el rango de 15 a 30 ng/uL para descartar procesos inhibitorios de la
PCR debido a una elevada concentracion de ADN.

La verificacion de la calidad del ADN se realizd mediante electroforesis en gel de
Agarosa al 1%, empleando un marcador de bajo peso molecular para determinar la
concentracion de ADN en la muestra. Los resultados se confirmaron con un nanodrop.
La amplificacion del ADN de hizo mediante la Reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés), empleando los cebadores (primers) ITS1 (5° -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3°) e ITS4 (5° -TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3%), que son especificos para hongos (Gardes & Bruns, 1993; D. L. Taylor &
McCormick, 2008; T. White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990), y el siguiente protocolo de
termociclado, desarrollado por IDGEN: 95 °C por 3 min; 31 ciclos de 94 °C por 30 s,
50 °C por45sy72°Cpor1min30s; 72 °C por 7 min;y4 °C en espera. Como control
positivo se empled un tubo que contiene ADN de una muestra amplificada de B.
bassiana y cuyo patron de bandas es conocido; mientras que como control negativo se

usé un tubo al que se le agregaron todos los reactivos utilizados en el PCR, excepto
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ADN (Espinosa, 2007). La PCR fue ensamblada bajo cabina de bioseguridad con un
flujo positivo, y en un termo bloque a -5 °C. La observacion de amplicones se hizo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, comparando con marcadores de 1 Kb
(1 000 pb).

La secuenciacion de amplicones se realizd por el Método de Sanger, Nicklen y
Coulson (1977), mientras que el ensamblaje y depuracion de las secuencias obtenidas
se efectud con el programa bioinformatico GENEIOUS. La comparacion de las
secuencias de nucledtidos ensambladas se hizo con la base de datos de GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/?term=beauveria) mediante la herramienta
bioinformaética BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi ).

3.2.7. Analisis bromatoldgico

Fue realizada por el laboratorio del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), estacion experimental Santa Catalina. EI Analisis Proximal
(Bromatoldgico) se realiz6 por el método MO-LSAIA-01, tomando como referencia
el método U. Florida 1970; mientras la cuantificacion de los minerales maés
importantes se realiz6 por el método MO-LSAIA-03, tomando como referencia el
método U. Florida 1980. La unidad experimental consistié en 2Kg de la cepa ceba BB-
30u de Beauveria spp, perteneciente al BRGM del CEBA.

3.3. Protocolo de conservacion para la especie Beauveria bassiana por

liofilizacion.

El objetivo de este experimento es desarrollar un protocolo para la conservacion de la

cepa nativa del hongo de Beauveria bassiana utilizando la liofilizacion.
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3.3.1. Materiales y métodos

3.3.1.1. Medio de cultivo

Se empleo el medio de cultivo Agar Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en inglés)
de la marca FUNGI PERFECTI®, el cual fue preparado siguiendo la técnica descrita
por Stamets (2000).

3.3.1.2. Cepa

Se empled la cepa ceba BB-30u de B. bassiana, perteneciente al Banco de Recursos
Genéticos Microbianos(BRGM) del Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente

(CEBA); la cual fue aislada, caracterizada e identificada en el acapite anterior.

3.3.1.3. Equipos

Se empled una camara de flujo laminar disefiada por el CEBA a partir de un filtro
HEPA (High Efficiency Particulate Air) H14 EN-1822-1, y un equipo liofilizador de
bandejas marca VirTis wizard 2.0 adVantaje Plus (ver figura 9), perteneciente a la

Universidad Técnica del Norte (UTN) (...ver ficha técnica en anexo 2...).

Figura 9. Equipo liofilizador VirTis
FUENTE: el autor
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3.4.1.4. Preparacion de cepas de trabajo

El medio de cultivo Agar Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en inglés) se prepard
siguiendo la técnica descrita por Stamets (2000), se vertieron en tubos de ensayo de 10
ml y se dejaron solidificar a temperatura ambiente en posicion inclinada. Luego se
inocularon con plugs de micelio de la cepa de reserva Ceba BB-30u, se taparon con
tapones de algodon y se incubaron durante 7 dias a 22 °C. La figura 10 muestra las

cepas de trabajo de Beauveria spp. antes de la liofilizacién.

Figura 10. Cepas de trabajo de Beauveria spp. antes de la liofilizacion
FUENTE: el autor

3.4.1.5. Liofilizacién

Las cepas de trabajo fueron congeladas mediante un descenso gradual de temperatura
en siete pasos desde 15 °C hasta -40 °C durante 14 horas a 200 atm de presion, y
posteriormente secadas mediante un ascenso progresivo de temperatura en nueve pasos
desde -40 °C hasta 40 °C durante 18 horas a 300 atm de presion. Los parametros de

operacion detallados se consignan en las tablas 1 y 2.
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Tabla 1.

Tratamiento térmico durante la liofilizacién

Temperatura (°C)

Tiempo (minutos)

Paso 1
Paso 2
Paso 3
Paso 4
Paso 5
Paso 6

Paso 7

15
0
-10

120
120
120
120
120
120
120

FUENTE: el autor

Tabla 2.

Secado primario durante la liofilizacion

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)

Paso 1
Paso 2
Paso 3
Paso 4
Paso 5
Paso 6
Paso 7
Paso 8

Paso 9

-40
-30
-20
-10
0
10
20
30
40

120
120
120
120
120
120
120
120
120

FUENTE: el autor

3.4.1.6. Almacenamiento de cepas liofilizadas

Los tubos de ensayo o ampolletas con los cultivos liofilizados fueron sellados al vacio

porque la presencia de oxigeno promueve pérdida de viabilidad (Homolka, 2014).
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Luego fueron rotulados como Ceba-IIE-BB-010116, almacenados en oscuridad y
conservados a una temperatura de aproximadamente 24 °C en el BRGM del CEBA.

Para conservar la viabilidad de las cepas se evito la congelacion, de acuerdo con la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Escandino, 2017). La viabilidad de las cepas se
midio experimentalmente la velocidad de crecimiento de las colonias luego de la

liofilizacién.

3.4. Determinacion de la velocidad de crecimiento de la cepa de Beauveria

bassiana

Este experimento tiene como objetivo seleccionar el mejor medio de cultivo para la
produccién de la cepa nativa del hongo Beauveria bassiana mediante la tasa de
crecimiento radial. Se utiliz6 la metodologia propuesta por Pineda et al. (2015).
3.4.1. Materiales y métodos

3.4.1.1. Medio de cultivo

Se emplearon los medios de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en
inglés) y Agar Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en inglés) de la marca FUNGI

PERFECTI®, los cuales se prepararon siguiendo la técnica descrita por Stamets
(2000).

3.4.1.2. Cepa

Se utilizo la cepa de Beauveria bassiana CEBA-IIE-BB-010116, proveniente del
BRGM del CEBA.

3.4.1.3. Equipo

Se emple6 una cdmara de flujo laminar disefiada por el CEBA a partir de un filtro
HEPA (High Efficiency Particulate Air) H14 EN-1822-1.
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3.4.2. Medicion de velocidad de crecimiento

La cepa de reserva CEBA BB-30u liofilizada fue suspendida en 1ml de agua destilada
estéril e hidratada durante 30 min para disolver las esporas, luego se llevo a volumen
de 10 ml y se realizo el conteo en cdmara de Neubauer. A partir del total de esporas
contabilizadas, se determind el volumen necesario de solucion para obtener 10.000
esporas/ml en 10 ml de agua estéril en un nuevo tubo de ensayo. Se tomé 1ml de la
solucion final, se inoculd una caja de Petri con PDA y se incubd durante 6 dias a 22
°C. Se rotul6 la cepa de trabajo como CEBA-IIE-BB-010116 (Echeverria Beirute,
2006; Puerto et al., 2009).

Cajas de Petri que contenian los medios de cultivo en estudio (PDA y MEA) fueron
inoculadas con plugs o tacos de micelio de la cepa de trabajo CEBA-IIE-BB-010116
e incubadas a 22 °C durante 6 dias.

La ecuacién (1) permitio calcular la velocidad de crecimiento como el cociente entre
el diametro de la colonia y el tiempo de incubacién (Pineda, Soto, Santiago, Ponce, &
Reyes, 2015). El didmetro fue medido con cinta métrica.

V(EF) = x(mm)/t(d)  Eq.1

Donde;
V = Velocidad de crecimiento radial (mm/d)
X = didmetro de la colonia (mm)

t= Tiempo de incubacién (d)
3.4.3. Disefio experimental

Se realizé un Disefio Factor Categdrico Individual completamente aleatorizado, con 6
réplicas por tratamiento, para un total de 12 corridas experimentales. Como factor de
estudio se selecciono el medio de cultivo (MEA y PDA), como variable de respuesta
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la velocidad de crecimiento radial y como factor de ruido el nivel de luz. Los
parametros de operacion fueron la temperatura y el tiempo, que se mantuvieron

constantes a 22°C y 6 dias de incubacion.

3.4.4. Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico se realizd6 empleando el software estadistico
STATGRAPHIS®, Centurion XV, version 15.2.05. Se realiz6 un Analisis De
Varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) para evaluar el efecto de los medios de
cultivo en la velocidad de crecimiento radial de B. bassiana; la prueba se efectu6 con
un nivel de confianza del 95%, un bloque de estudio y 10 grados de libertad para el
error, tomando como Hipdtesis nula (Ho) que la velocidad media de crecimiento de
los distintos medios de cultivo son iguales y como Hipdtesis alternativa (Ha) que al

menos una es diferente.

Previamente, se verificaron los supuestos de la estadistica paramétrica mas
importantes: normalidad y homocedasticidad (homogeneidad de varianzas). La
distribucion normal de los residuales se verificd con la prueba de Shapiro-Wilk, con
un nivel de confianza del 95%, tomando como Ho que la muestra proviene de una
poblacién con distribucién normal y como Ha lo contrario. Para apoyar la afirmacion
anterior se realizé la prueba de Jarque-Bera, con un nivel de confianza del 95%,
empleando como Ho que la muestra tiene la asimetria y la curtosis de una distribucion
normal y como Ha lo contrario. La homocedasticidad de los datos se verifico con la
prueba de Levene, con un nivel de confianza del 95%, empleando como Ho que la
muestra proviene de una poblacién con igualdad de varianzas entre los grupos y como

Ha lo contrario.

3.5. Catalogo de cepas puras de Beauveria bassiana

El objetivo de este acapite es una herramienta que brinda a estudiantes e investigadores
un facil manejo de las cepas, puesto que proporciona informacién especifica para el

uso de las cepas nativas.
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CAPITULO IV

4. Resultados y discusién

4.1. Aislamiento, identificacion y caracterizacion de la cepa nativa de Beauveria

spp.

4.1.1. Resultados

4.1.1.1. Aislamiento

La figura 12 muestra las cepas puras de B. bassiana aisladas de suelo de cafetal. Las
colonias de B. bassiana presentaron una apariencia blanca algodonosa al inicio de la
incubacion, que con el tiempo se tornd de color crema y textura polvorienta con
algunos coremios blancos, como muestra en la figura 11. El reverso presenté un color
amarillo ligero. Se coincidié con las observaciones de Echeverria Beirute (2006) y de
Cajas-Suérez (2012).

Figura 11. Cepas puras de Beauveria. bassiana
FUENTE: el autor, 2018
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4.1.1.2. Identificacion

La amplificacion de los fragmentos ITS 1y 4 mediante PCR convencional generd un
fragmento de 600 pares de bases (pb). El resultado de la visualizacion del amplicon
por electroforesis se muestra en la figura 12, donde M es el marcador de peso
molecular, C+ es el control positivo y C- es el control negativo.

Figura 12. Amplicon del fragmento ITS de la muestra B. bassiana (H001)

visualizado en gel de Agarosa 1%
FUENTE: IDGEN, 2018

El ADN lineal de HOO1 presenta una longitud de 537 pb, calidad del 99,4 % vy al
contrastarse con la secuencia de nucledtidos descrita en la accesién numero
KY471654.1 de la base de datos de GenBank muestra identidad del 100 % con B.
bassiana (GenBank, 2017). La clasificacion taxondmica de la cepa obtenida se detalla

en la tabla 4:

4.1.1.3. Analisis bromatoldgico

En la tabla 3 y 4 se muestran los resultados del andlisis quimico, donde los datos
bromatoldgicos se expresan en base hiumeda y los minerales en base seca:
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Tabla 3.
Resultados del andlisis bromatoldgico de B. bassiana.

Andlisis proximal

Humedad (%) 49,46
Cenizas (%) 1,86
Extracto Etéreo (%) 1,64
Proteinas (%) 16,74
Fibra (%) 3,02
Extracto Libre de Nitrogeno (%) 76,74

FUENTE: INIAP, 2018

Tabla 4.

Resultados del analisis de minerales de B. bassiana.

Analisis proximal

Ca (%) 0,22
P (%) 0,51
Mg (%) 0,17
K (%) 0,21
Na (%) 0,01
Cu (ppm) 2,00
Fe (ppm) 56,00
Mn (ppm) 32,00
Zn (ppm) 26,00

FUENTE: INIAP, 2018



4.2.1. Discusiones

4.2.1.1. Aislamiento

El aislamiento de hongos entomopat6genos se logra mas comunmente mediante la
inoculacion directa de diversos medios de cultivo con conidios desprendidos de
cadaveres de insectos objetivo; no obstante, los métodos de enchapado con muestras
de suelo son mas deseables cuando no se conoce con precision la especie a aislar
(Hajek, Papierok, & Eilenberg, 2012). Ademas, éstos hongos son fragiles y
relativamente exigentes, por lo que se requieren metodologias cuidadosas y medios de

cultivo selectivos para su aislamiento y crecimiento (Hu, Chen, Ye, & Hu, 2018).

En este trabajo se empleo para el aislamiento y purificacion de Beauveria spp. a partir
de muestras de suelo, los medios de cultivo Agar Saboraud y Agar Papa Dextrosa,
respectivamente. Galarza (2011) y Cubillos et al. (2014) emplearon también estos
medios de cultivo para aislar y purificar hongos entomopatdgenos. En otras
investigaciones, se reporta el uso de medios de cultivo mas selectivos a base de cloruro
de cobre, cristal violeta y benzoato de sodio (Archuleta-Torres et al., 2012); infusion
de avena, cristal violeta, dodina y clortetraciclina (Garrido-Jurado et al., 2015); PDA
mas peptona (Ramos Delgado, 2016); Agar Papa Sacarosa (PSA, por sus siglas en
inglés) (Garcia, Villamizar, Torres, & Cotes, 2006); PDA mas oxitetraciclina
(Echeverria Beirute, 2006).

El Agar Dextrosa Sabouraud (DSA, por sus siglas en inglés) es el medio actual de
eleccion para la deteccion y el aislamiento de hongos (Goettel & Inglis, 1997), aunque
segun Smithee et al. (2014), no cumple los requerimientos nutricionales 6ptimos para
algunos hongos y puede permitir el crecimiento de algunas bacterias que
posteriormente pueden inhibir el crecimiento flngico. Pese a que en este trabajo se
empled Agar Saboraud no se presentaron problemas de contaminacion por bacterias y

el aislamiento fue efectivo, lo que se comprobo con la identificacion genética.
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4.2.1.2. ldentificacion

Los estudios moleculares se consideran herramientas eficaces para determinar la
relacion inter e intragenética en especies de basidiomicetos, corroborando los
resultados obtenidos mediante métodos convencionales (morfoldgicos, fisiologicos y
bioguimicos) (Tao, Liu, & Xu, 2011).

Se debe garantizar la correcta identificacion del hongo para evitar la pérdida de tiempo
y presupuesto, la publicacion de resultados erréneos, la entrega imprudente de
microorganismos patégenos que pongan en riesgo la salud de los manipuladores, entre

otras consecuencias (Gonzalez & Jiménez, 2014).

El andlisis de secuencias de Espaciadores Transcritos Internos (ITS, por sus siglas en
inglés) es muy importante en la identificacion de hongos y en los estudios de relacion
de parentesco entre especies o taxones en general, en el nivel de género o por debajo
de éste (Dunham, O’dell, & Molina, 2003).

La clasificacion taxonémica de la cepa identificada se detalla en la tabla 5:

Tabla 5.
Clasificacion taxonémica de la cepa en estudio.

Categoria  Nombre

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género Beauveria
Especie Bassiana

FUENTE: el autor
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El aislamiento en este trabajo de grado present6 sélo una banda de 600 pb de tamafio,
coincidiendo con Montesinos y colaboradores (2011), cuyo producto de amplificacion
fue de 596 pb. En contraste, Echeverria (2006) obtuvieron diferentes patrones de
bandas de variable intensidad y alta reproducibilidad para B. bassiana, por lo que

compar6 sus secuencias con varios locus de GenBank, desde Ba0Ol a Bal3.

Ramos Delgado (2016) también emple6 los cebadores ITS1 e ITS4, aunque empled un
marcador de peso molecular de tan sélo 100 pb, obteniendo al igual que en este trabajo
identidades moleculares del 99 y 100% con las secuencias de ADN descritas para
B.bassiana en 18 accesiones de CENICAFE, desde la accesion nimero IBL03043 a la

accesion nimero AY 334539.

Por otro lado, Montesinos-Matias y colaboradores (2011), emplearon los cebadores
ITS4 e ITS5 y alcanzaron un porcentaje de similitud genética superior al 99 % para la
secuencia de nucleo6tidos obtenida para B. bassiana, con respecto a la secuencia
nucleodtidos de Cordyceps bassiana descrita en la accesion nimero HM189220.

Indujeron que B. bassiana es la fase asexual de Cordyceps bassiana.

Asi mismo, Bravo y colaboradores (2016), coincidieron con la la secuencia genética
de B.bassiana obtenida por Loc y colaboradores (2011); Alvarado y Rivera, (2016);
Huang y colaboradores (2015). Alcanzaron un porcentaje de identidad genética alto,
correspondiente al 97%, en contraste con la secuencia de nucleotidos descrita en la
accesion nimero JX270638.197.

4.2.1.3. Anélisis bromatologico

No se encuentra en la literatura estudios donde se haya realizado analisis proximales
relevantes al hongo B. bassiana, probablemente porgue sus aplicaciones no estan
relacionadas con la industria alimentaria, debido a su alto contenido de toxinas. Sin
embargo, se reporta el anélisis de metabolitos secundarios por Cromatografia Liquida
de Alta Eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) y Espectroscopia de Infrarrojos

(FTIR, por sus siglas en inglés), en los cuales se cuantifica su contenido de alcoholes,
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fenoles, alcanos, alquenos, nitrilos, compuestos aromaéticos, acidos carboxilicos,
aminas alifaticas, aminas primarias y cetonas (Ragavendran, Dubey, & Natarajan,
2017).

4.2. Protocolo de conservacion para la especies Beauveria bassiana por

liofilizacion.

4.2.1. Resultados

4.2.1.1. Liofilizacién

En la figura 13 se observa las muestras despueés de la liofilizacion.

Figura 13. Cepas de Beauveria spp. liofilizadas
FUENTE: el autor

4.2.1.2. Control de parametros de operacion

Los parametros de operacién se controlaron mediante el software Wizard 2.0, propio
del equipo liofilizador (ver figura 14). El sistema de control cuenta con un programa
PICBASIC, un paquete de hardware personalizado y un microprocesador integrado
para proporcionar una automatizacion completa del proceso, gestion de receta y
alarma. La receta empleada para realizar todo el proceso automatizado fue la
PRINC.rcw.
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Recipe: CA\Vatin\RECETA PRINC rew

Thermal Tieatment
Terp  Tme  BM

Figura 14. Valores de los parametros de operacion automatizados.
FUENTE: el autor

4.2.2. Discusiones

La liofilizacion es un método de conservacion para cultivos flngicos esporulados
(Homolka, 2014). Algunas ventajas de las cepas fungicas liofilizadas es que requieren
poco espacio para el almacenamiento, no necesitan mantenimiento constante, pueden
enviarse sin requisitos especiales, presentan muy baja variabilidad genética y
conservan la viabilidad a largo plazo. Ademas, debido a la baja Actividad de Agua
(AW, por sus siglas en inglés) inhibe los procesos de infeccion e infestacion que
puedan sufrir las colonias (Cafiedo & Ames, 2004; Puerto et al., 2009; Voyron et al.,
2009).

Al inicio de la liofilizacién los cultivos fungicos son congelados a baja presién
mediante un descenso de temperatura hasta — 40 °C, evitdndose la cristalizacion
intracelular mediante la regulacion de la velocidad de enfriamiento, la cual depende
del tamafio de la célula y del grosor de la pared celular. Posteriormente, los cultivos
son deshidratados mediante sublimacion del agua solida por un aumento de la
temperatura hasta 40 °C y una caida de la presion, hasta que la humedad se reduzca a

menos del 5%, evitandose la fase liquida (Homolka, 2014).
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Durante la liofilizacion, los componentes celulares del hongo presentan funciones
bioldgicas de gran importancia, tal es el caso de las proteinas de membrana, que
protegen a la célula contra la desnaturalizacion durante el enfriamiento lento, y de los
sacaridos celulares, que permite que el liquido intracelular permanezca en estado

solido mientras sublima (Homolka, 2014).

Otros autores han propuesto protocolos de liofilizacion de hongos con una temperatura
de congelacion de —70 °C, condensacion de —50 °C y secado de 35 y 37 °C a una
presion de vacio, seguido de almacenamiento en refrigeracion entre 2 y 8 °C (Burguet,
Sierra, & Brito, 2012). También se reporta liofilizacion a 131 atmdsferas de presion y
una temperatura de -55°C durante 24 horas, con un subsecuente almacenamiento a 4
°C (Galarza, 2011).

El Tiempo de incubacion previo a la liofilizacion es un factor que influye en la
resistencia de las cepas al tratamiento térmico. Ortiz y colaboradores (1995) realizaron
la incubacion de Beauveria bassiana a 30° C durante 48 horas obteniendo cepas mas

resistentes a la liofilizacién que aquellas que obtenidas con 14 dias de incubacion.

4.3. Determinacion de la velocidad de crecimiento de la cepa de Beauveria

bassiana

4.3.1. Resultados

4.3.1.1. Velocidad de crecimiento

Las cepas de trabajo de Beauveria spp. se muestran en la figura 15. Se observé en

todas las réplicas que el medio MEA presenta mayor cantidad de Unidades Formadoras

de Colonias (UFC) que el PDA, aunque la densidad del micelio es menor.
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b)
Figura 15. Cepas puras de Beauveria spp. en medio MEA (a) y medio PDA (b).
FUENTE: el autor

La figura 16 representa la velocidad de crecimiento de las cepas en los medios de
cultivo por tratamiento; donde R significa réplica. Se observa que el medio de cultivo
MEA es el que presenta mayor velocidad de crecimiento radial, en contraste con PDA,

lo que aplica para todas las réplicas.
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E 7 56 4 6.7 65 63 63 s
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Medios de cultivo

Figura 16. Velocidad de crecimiento de B. bassiana en los MEA y PDA por

tratamiento
FUENTE: el autor

4.3.1.2. Tratamiento estadistico

La figura 17 muestra graficamente las velocidades medias por medio de cultivo. Se

observa claramente que MEA es el medio que permite el mayor crecimiento de B.
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bassiana. También se evidencia que la dispersion intragrupal en ambos medios de

cultivo es muy semejante.

6,6 =

1

58 - -

54 .

1

MEA PDA
Medio de cultivo

Velocidad de Crecimiento Lineal

Figura 17. Grafico de velocidad media por medio de cultivo
FUENTE: R statistic, 2018

En la Tabla 6 se presenta el resumen estadistico de la velocidad para cada uno de los
medios de cultivo. Se observa que la dispersion intragrupal en ambos medios de
cultivo es de aproximadamente el 4%, aunque el rango en el nivel MEA es 0,2 unidades
mayor. Los valores de curtosis muestran que ambos grupos de datos presentan una
distribucion con apuntamiento platicdrtico con colas mas anchas que la normal. Los
valores de sesgo muestran que los datos en MEA presentan una leve asimetria negativa
mientras los datos en PDA presentan una leve asimetria positiva, de modo que el
conjunto de datos de velocidad de crecimiento radial en general presenta una
distribucion con un leve sesgo hacia la derecha, muy cercano a cero (tipico de una

distribucion normal).

Tabla 6.
Resumen Estadistico para Velocidad de crecimiento

o Coeficiente
) ~ Desviacion ) ) )
Medio Recuento Promedio ) de Minimo Maximo Rango Sesgo Curtosis
Estdndar o
Variacion
MEA 6 6,40 0,25 0,04 6,0 6,7 0,7 -056 -0,08
PDA 6 5,18 0,22 0,04 5,0 55 05 064 -0,90

FUENTE: el autor
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Se evaluaron los supuestos de la estadistica paramétrica: la normalidad y la

homocedasticidad (igualdad de varianzas).

Para evaluar la normalidad visualmente, se realizé el Grafico de Probabilidad Normal
0 Gréfico Cuantil-Cuantil (Q-Q Plot, por su traduccion al inglés). Se observa en la
figura 18 que, el conjunto de datos no esta muy alejado de la distribucion normal.
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Figura 18. Q-Q plot para la velocidad de crecimiento radial
FUENTE: R statistic, 2018

La Prueba de Shapiro-Wilk arroj6 un valor P de 0,06551, superior al nivel de
significancia de 0,05, por lo que se acepta Ho y se comprueba que los datos muestrales
provienen de una poblacion con distribucién normal. La prueba de Jarque-Bera dio un
valor P de 0,5063, superior al nivel de significancia de 0,05, por lo que se acepta Ho y
se infiere que la muestra tiene la asimetria y la curtosis de una distribuciéon normal. La
Prueba de Levene suministré un valor P de 0,8284, superior al nivel de significancia
de 0,05, por lo que se acepta Ho y se afirma que las varianzas poblacionales son iguales.
La Prueba de Levene suministré un valor P de 0,8284, superior al nivel de significancia

de 0,05, por lo que se acepta Ho y se afirma que las varianzas poblacionales son iguales.

Una vez cumplidos los supuestos mas importantes de la estadistica paramétrica, se
realizo el ANOVA (ver tabla 7), que arrojé un valor P de 4.86e%, menor que el nivel

de significancia de 0,05, por lo que se rechaza Ho y se comprueba que existe una
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diferencia estadisticamente significativa entre la media de la velocidad de crecimiento
lineal de un medio de cultivo y otro.

Tabla 7.
ANOVA para Velocidad de crecimiento promedio

Suma de Cuadrado Razon-
Fuente Gl ) Valor-P
Cuadrados Medio F
Entre grupos 4,44 1 4,44 78,14  4.86e06 **x
Intra grupos 0,59 10 0,06
Total (Corr.) 5,01 11

FUENTE: R statistic, 2018

4.3.2. Discusiones

4.3.2.1. Velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento radial mas alta fue de 6,7 mm/d y corresponde al medio
MEA, mientras la mas baja fue de 5,0 mm/d y corresponde al medio PDA. Los
resultados superaron las velocidades de crecimiento reportadas por Echeverria Beirute
(2006), que variaron entre 0,68 y 2,43 mm/d.

El medio de cultivo PDA se compone de los polisacéaridos y minerales obtenidos de
una infusién de papa mas agar y dextrosa en agua; mientras que el medio de cultivo
MEA se compone de maltosa, peptona, glicerol y agar en agua (Narrea & Malpartida,
2006). El medio PDA es sélo una fuente de carbono y minerales, mientras que el medio

MEA incluye también nitrdgeno en su composicion.

El nitrégeno es vital para el desarrollo del hongo, porque en proporciones adecuadas
promueve, tanto el crecimiento micelial como la esporulacion e infectividad (Jaronski
& Mascarin, 2016). Es por ello que, en este trabajo la velocidad promedio de
crecimiento radial de Beauveria bassiana durante 6 dias en MEA fue superior a la de
crecimiento en PDA.
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4.3.2.2. Tratamiento estadistico

MEA es el medio que permite el mayor crecimiento de B. bassiana. La velocidad
media de crecimiento en MEA es de 6,4 mm/d mientras que en PDA es de 5,2 mm/d.
La composicion del medio de cultivo tiene influencia estadisticamente significativa
sobre la velocidad de crecimiento de B. bassiana, ya que los medios ricos en nutrientes
promueven el crecimiento radial de la colonia. Sin embargo, el crecimiento micelial
no esta definitivamente correlacionado con el rendimiento conidial (Safavi et al.,
2007).

4.4. Catalogo de cepas puras de Beauveria bassiana

4.4.1. Resultados

Se propone el protocolo representado en la figura 19 para la obtencion de cepas con

potencial industrial.

4.4.1.1. Uso del catalogo

La informacién de las cepas contiene el nombre cientifico, el cddigo asignado,
procedencia, medio de cultivo, temperatura de crecimiento y conservacion de la cepa
de Beauveria bassiana aislada en el laboratorio del CEBA. Ademas, se presenta cepas
de algunos BRGM.

Solicitud Recoleccion Aislamiento Identificacion
de de muestras de cepas de especies
licencias

Caracterizacion

Aprovechamiento

e Registro Codificacion

cientifico y/o g y - y
.. control de cepas liofilizacion

econémico

Figura 19. Protocolo para el establecimiento de un BRGM para Beauveria spp.
FUENTE: el autor
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4.1.1.2. Medios y condiciones de cultivo de Beauveria bassiana CEBA-IIE-TA-
010116

Medio de cultivo Agar Extracto de Malta (MEA)

(comercial o de formula) Agar Papa Dextrosa (PDA)

Temperatura de incubacion | 22°C

Tiempo de incubacién Siete dias

Conservacion Liofilizacion

4.1.1.3. Formula medio de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Papa pelada () *200
Glucosa (g) 20
Agar () 15
Agua destilada (ml) 1000

* Los 200 g de papa son cocinados con cierta cantidad de agua y luego filtrados. El

filtrado contiene alrededor de 4 g de papa en base seca.

Agar Extracto de Malta (MEA)

Extracto de malta en polvo (g) 20
Peptona () 1
Glucosa (g) 20
Agar () 20
Agua destilada (ml) 750

4.1.1.4. Suministro de cultivos
En el presente catalogo se presenta una cepa nativa aislada en el laboratorio del CEBA,

con el objetivo de que este a disposicion de la academia y la industria, en el marco del

Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CDB) (Programa de Naciones Unidas, 2011).
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Las cepas deben estar debidamente envueltas con pelicula plastica y rotuladas con toda
la informacidn necesaria acerca de las fuente de aislamiento, condiciones de cultivo,
manipulacion, conservacion y recuperacion, asi como las publicaciones cientificas
relacionadas (ICIDCA, 2003).

4.1.1.5. Conservacion de los cultivos

Por liofilizacion con el uso del equipo VirTis y su software wizard 2.0.

4.1.1.6. Identificacion

Identificacién molecular de hongos por extraccién de ADN, amplificacion de barcode,
secuenciacion estandar, ensamblaje de productos de PCR y contraste de resultados con
la base de datos GenBank.

4.1.1.7. Depésito de cultivos

Se debe presentar una solicitud por escrito con toda la informacién del cultivo para su

posterior aprobacion una vez que se realicen los estudios necesarios.
4.1.1.8. Precios de cepas y otros servicios

Con fines investigativos $40 USD

Para la Industria $120 USD

Con fines docentes $60 USD

4.1.1.9. Listado de Beauveria bassiana stock

En la tabla 8, se presenta un listado de cepas de B. bassiana.
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Tabla 8.

Listado de cepas de B. bassiana.

o Medio de
Cadigo ) Foto Fuente
Cultivo
Ceba-BB-20u MEA CEBA
Ceba-BB-30u PDA CEBA
Agar
C8-225 ICIDCA
Saboraud
Organizacién
de
Investigacion
PTCC 51-97 SDYA
Irani para la
Cienciay
Tecnologia
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Medio de

Cadigo )
Cultivo
Lactrimel-
LF14
agar
B 560010 PDA
PDA, MEA,
Bb-105
Saboraud
Aogar Papa
Bv025 J P
Sacarosa
A03 PDA

Foto Fuente

Universidad

de los Andes

Ponalab

Biogrowth

Laboratorios
Provinciales
de Sanidad
Vegetal
(LAPROSAV

)

Corpoica

CICAFE
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_ Medio de
Cadigo ) Foto Fuente
Cultivo

Bb-114 PDA FUNICA
Agar agua, .
International
CIP81 Sabouraud,
Potato Center
PDA
Servicio
Nacional de
Sanidad
CCB-LE 262 Arroz )
Agraria del
Perl
(SENASA)

FUENTE: el autor

4.4.2. Recuperacion de cultivos liofilizados

Retirar el tapon de algodon, adicionar entre 0,2 — 0,3 ml de medio liquido estéril para
rehidratar el cultivo y se sumergir durante 20 o 30 minutos hasta conseguir una
rehidratacion completa. Con la suspension obtenida inocular las cajas de Petri que
contienen el medio de cultivo e incubar a 22 °C hasta observar crecimiento. No
considerar inviable ningun cultivo hasta antes de las dos semanas, ya que algunas cepas

presentan un largo periodo de latencia (Escandino, 2017).
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4.4.2.1. Especificaciones de cultivos microbianos

Nombre cientifico de la especie:

Nombre comn:

Cddigo de cepa:

Procedencia:

Fuente de aislamiento:

Fecha de aislamiento:

Fecha de ingreso al BRGM:

Condiciones de conservacion:

Condiciones del cultivo:

Publicaciones relacionadas:

Otras informaciones:

4.4.2.2. Ficha para el deposito de cepas en el Banco de Recursos Genéticos (BRGM)

Para el control de las existencias en el BRGM se propone el siguiente formato:

E Codigo
BANCO RE RECURSOS GENETICOS MICROBIANOS (BRGM) _(Nombre} Fechga
FICHA DE CONTROL DE CEPAS Yerzian
Género y/o especie del microorganismo
Codigo de registro Velocidad de crecimienta prom.
Fecha de Colecta Georeferenciacion
Responsable de larecoleccidn Responsable del aislamiento
Responsable de laidentificacidn Fecha de ingreso al BRGM
Condiciones optimas de conservacion
Condiciones dptimas de cultive
ORDEN DE TIPO DE TRATAMIENTO TIPO DECERA MEDIO DE
FECHA
SERVICIO REPIQUE | ACTIVACION | CARACTERIZAC. | COLECCION | RESERVA | TRABAIO | COMERCIAL CULTIVO RESPONSABLE
Autorizo Revizd Aprobd
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4.5. Discusiones

Los catadlogos son un conjunto ordenado de registros que permite el control y
recuperacion de la informacion sobre las colecciones almacenadas (Spedalieri, 2006);
han constituido la base primordial sobre la cual se ha construido la sistematica de los
organismos Vvivos a partir de su historia evolutiva (Lamothe, Garcia, Osorio, & Pérez,
1997).

Los catélogos son considerados como las “biblias” de las colecciones bioldgicas, ya
que tienen registrada la informacion de cada uno de los ejemplares almacenados en
ellas. Contienen la informacion de las etiquetas (identificacion taxondmica, lugar y
fecha de colecta, coordenadas geograficas, nombre y nimero de colector), el listado
de reactivos empleados en la preparacion de los ejemplares, la forma de mantenimiento
de los mismos, los permisos de colecta, la correspondencia, entre otros (Colecciones
bioldgicas IAVH, 2015; Simmons & Mufioz-Saba, 2005).

Los catalogos fungicos brindan informacion sobre los recursos de hongos disponibles
en una coleccidn, por lo que son valiosos para aquellos investigadores que usan el
método comparativo dentro de sus programas de investigacion (Lamothe et al., 1997).
La informacion debe ser clara, legible y completa (Simmons & Mufioz-Saba, 2005).
Ofrecen servicios de soporte esenciales, como la identificacion o caracterizacion de
aislados, y proporcionan datos Utiles asociados para mejorar las actividades de |1 + D
(Smith, 2014). Tal informacion juega también un rol importante en la industria porque
de su veracidad y claridad depende la calidad del producto y el cumplimiento de la
normatividad vigente (Smith, 2014); por ejemplo, unas malas condiciones de
almacenamiento y malas practicas de mantenimiento de ejemplares alteran la calidad
del producto, poniendo en riesgo las utilidades de la empresa y/o la salud del

consumidor.

Segtn el doctor Héctor Hernandez “el valor de una coleccion bioldgica radica en su
representatividad, calidad y rigor de la informacion asociada a los ejemplares y por
supuesto, en su accesibilidad” (Lamothe et al., 1997, p. 9), por lo que es una gran
responsabilidad la creacion de un catalogo con datos veridicos y cifras exactas.
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Los catdlogos también permiten a la comunidad conocer la riqueza bioldgica que los
rodea, sus aplicaciones y los riesgos de su mal uso, y los concientiza de la importancia
de la conservacion de la biodiversidad regional (Palomera et al., 2015), , por lo que es
una gran reto su difusion. La exposicion itinerante constituye una forma de favorecer

la transferencia del conocimiento para la educacién ambiental.

Una de las ventajas de los catalogos es que clasifican en categorias, por lo que no es
necesario describir cada objeto que se ingresa, simplemente se emplea un tipo de
nomenclatura cientifica, permitiendo ahorrar tiempo y trabajo (Simmons & Mufioz-
Saba, 2005). Lo anterior resulta muy conveniente, ya que las colecciones bioldgicas

albergan muchos ejemplares.

72



CAPITULO V

5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

e  Se obtuvieron cepas puras de B. bassiana procedentes de suelo de cafetales,
las cuales presentaron calidad del 99%, identidad genética del 100% y
velocidad de crecimiento radial promedio de 6,4 mm/dia. Ademas, mostraron
alto contenido de Extracto Libre de Nitrégeno (76,74 %) y de proteinas
(16,74 %), asi como de minerales como Fdésforo, Calcio y Potasio,

principalmente.

e El medio de cultivo MEA es el que permite la mayor velocidad de
crecimiento de B. bassiana, ya que mostré diferencias estadisticamente

significativas en contraste con el medio PDA.

e Se desarroll6 un protocolo de liofilizacion apropiado para B. bassiana que
permita su conservaciéon en un Banco de Recursos Genéticos Microbianos
(BRGM), asi mismo, se elabord un catalogo de cepas que facilite la labor de
busqueda del empresario, del investigador y de la comunidad en general.

e Elestudio de especies nativas como biocontroladores es de vital importancia,
ya que la difusion de su uso permite disminuir el uso de agroquimicos, los

cuales son nocivos para el medio ambiente y para el ser humano.

e La creacién de BRGM locales permite la conservacion y acceso seguro a

material genético de calidad con fines academicos, ecoldgicos y comerciales.
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5.2. Recomendaciones

e Evaluar la estabilidad genética, pureza y patogenicidad de las cepas
liofilizadas luego de cierto tiempo de almacenamiento en el BRGM, ya que
segun Puerto y colaboradores (2009), son los ensayos de control de los Lotes
de Siembra de Referencia (LSR).

e Evaluar diferentes parametros de liofilizacion tales como la temperatura, la
presion y el tiempo de tratamiento térmico, y su efecto en la viabilidad e
infectividad de las cepas. Asi se tendra un protocolo especifico para la

especie.
e Probar la cepa con otros medios de cultivo con y sin inductores de
crecimiento, tales como el quitosano, levadura, peptona, aminoacidos,

caseina, entre otros.

e Analizar el tiempo de viabilidad de las cepas liofilizadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Proceso de extracciéon de ADN

Obtencién de
tejido
(Micelio)

Rompimiento
celular mecanico

(Bead Beating)

Rompimiento
celular quimico
(Buffer de )

1. Buffer de lisis

2. Protocolo de
extraccion.

Control de

Calidad de ADN

Reaccion de
Cadena de

Polimerasa
(ITS-EF1a)

3. Protocolo de
ensamblaje de
PCR

Verificacion de
amplicones

Adecuacion de
productos de PCR
para
secuenciadon
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Anexo 2. Ficha Técnica del Liofilizador

Caracteristicas del modelo AdVantage Plus:

Caracteristicas del modelo AdVantage

Liofilizadoras AdVantage Plus y AdVantage Bench Top con charola

Liofilizadora de charola y de conector miltiple en un paquete excepcional

@ FPotencialmente similar a a liofilizadora piloto mds grande de investigacidn y desarrollo en un sistema de mesa mds chico

@ Flexbilidad en el proceso por medio de un paquete de control integrado

© Capacidad de tratar el producto por medio de recocido/térmicamente para mejorar los resultados de Ia liofilizacion

@ Hasta 12 segmentos programables en la etapa de liofilizacidn

@ Fleubilidad para personalizar ciclos hasta con 16 segmentos programables de liofilizacion

@ Ficil acceso a programas usados con frecuencia los cuales pueden tener hasta 16 ciclos almacenados

@ Control de presidn ajustable a través del ciclo y disponible en unidades de medida seleccionadas por el usuario en mT, uB y Pa

@ Monitoreo del progreso de liofiizacion més eficiente por medio de cuatro termapares en el producto

© Capacidad del condensador: 6L. Temperatura del condensador: -85°C

® Capacidad para tener hasta tres entreparios de acero inoxidable

@ CEntrepano diseniado para ser cubierto por agua logrando una temperatura tan baja como -65°C ; uniformidad de +/-19C

@ Control de temperatura de -55 a 60°C 253" W 65.4cm

@ Disponible en su versidn a granel o selladora 28" D 7Lllem

® Comparacidn ripida en cuanto a la capacidad del entrepario: hasta 1197 viales de 2ml (14.75mm de diametro externo 283 H 73.0cm
x 40mm de altura con tapon parcialmente colocado) utilizando los tres entreparios

Control: Tipo Wizard

@ Un gran avance a partir de una liofilizadora de conector multiple en los casos en que APLICACIONES TIPICAS A
se requiera procesar una mayor cantidad de producto a 2 vez o que se requiera un W Liofilizacion en laboratorios de investigacidn y
control de temperatura en el entrepario desarrollo

@ Entreparios solidos con cublerta de tefln W Placas de 96 pozos

@ Sistema formado por un solo entrepario B Botellas de suiero 0 viales
® Desemperio del controlador similar al del modelo AdVantage Flus W Prodctos a granel para su andllss material
® Capacidad del condensador: 3.5L con un maximo de temperatura baja de -859C veyetal, tafdo orgdnico, productos de desecho
® Temperatura del entrepario tan baja como -70°C con control de -55 a 609C AdVantage Plus (ademds de las caracteristicas del
@ Comparacidn ripida en cuanto a la capacidad del entrepaio: hasta 399 viales de 2ml modelo Advantage):
(14.75mm de didmetro externo x 40mm de altura con el tapon parcialmente colocado) RN IPAI GRS E RSO ER YT GE TR

|l
Control: Tipo Wizard desartollo
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Urkund Analysis Result

Analysed Document: TESIS FINAL.docx (D41522055)
Submitted: 9/17/2018 4:52:00 PM
Submitted By: velapablo1981@gmail.com
Significance: 7%

Sources included in the report:

UNIVERSIDAD ESTATAL AMAZONICA.docx (D35203207)

TESIS MAESTRIA HUGO CASTRO (OCTUBRE) 2015 .docx (D15848307)

PROY. INV. DEIVY GUEVARA DEIVY 12.09.2018.docx (D41387171)

TESIS KEVIN ZAPATA.doc (D21344721)
https://academic.oup.com/jinsectscience/article/17/2/53/3114325
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=51405-31952011000800006
https://www.amazon.fr/Beauveria-bassiana/s?page=18&rh=i:aps%252Ck:Beauveria%20bassiana
https://www.ajouronline.com/index.php/AJAFS/article/view/2554/0
http://file.scirp.org/Html/1-2880022_46652.htm
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0953756205000225
http://eprints.uanl.mx/2707/1/1080227494.pdf
https://www.cambridge.org/core/journals/memoirs-of-the-entomological-society-of-canada/
article/div-classtitledevelopment-of-span-classitalicbeauveria-bassianaspan-for-control-of-
grasshoppers-and-locustsdiv/752DDF613753D1978DA4DED337B6C152
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?
script=sci_abstract&pid=51405-31952011000800006&Ing=pt
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1214598/
http://www.cpatc.embrapa.br/publicacoes_2003/BP03.pdf
https://es.wikipedia.org/wiki/Beauveria_bassiana
http://mic.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/mic.0.2007/008524-0
https://eurekamag.com/research/002/678/002678708.php
https://jbiocontrol.ut.ac.ir/article_62738_en.html
http://www.scielo.org.co/pdf/rudca/vi3n2/v13n2a09.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5427670/

- http://edepot.wur.nl/385465
http://www.accionecologica.org/editoriales/1708-el-protocolo-de-nagoya-la-mercantilizacion-
de-la-biodiversidad-y-los-conocimientos-tradicionales
https://doi.org/10.2478/v10102-009-0001-7
https://doi.org/10.1590/18069657rbcs20150454
https://doi.org/10.1017/52078633610000998
http://www.jstor.org/stable/1243670
http://www.scielo.org.co/pdf/biote/v15n2/v15n2a06.pdf
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https://doi.org/10.1542/peds.2005-1781
http://agris.fao.org/agris-search/search.do?recordID=US19830883357
http://repositorio.cepal.org/bitstream/handle/11362/4490/5018664_es.pdf?sequence=1
https://www.researchgate.net/project/Banco-ecuatoriano-de-recursos-genetico-microbianos-
para-la-industria-enzimatica

https://doi.org/10.1039/C6RA25859)

http://www.bdigital.unal.edu.co/53469/
http://www.bvsde.paho.org/bvsacd/cd29/impacto-ecosis.pdf
https://doi.org/10.1073/pnas.74.12.5463

http://www.iesa.csic.es/eventos/071120110.pdf

Instances where selected sources appear:
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