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Se presenta una revisién de una lista selectiva de referencias sobre los productos microbianos para el control de plagas o PCMPs. Como ejemplos se presentan
dos casos especificos con resultados experimentales propios a) el empleo del compost como un soporte para un producto fingico encapsulado y b) el uso
de hongos de podredumbre parda como substituto del fumigante del suelo mds empleado comercialmente en la actualidad que es el bromuro de metilo.

A selective literature review regarding microbial biomass products designed for pest control has been carried out and is presented and discussed. Experimental
results of two specific cases follow: a) the use of compost as a support for a fungal encapsulated product and b) the use of brown rot filamentous fungi as
natural sources of mehtyl halides.

Las enfermedades y plagas de plantas de interés comercial causadas por organismos patégenos se hicieron presentes desde la invencion de la agricultura
por el ser humano, aproximadamente hace 10,000 afios, actividad que le permitié asegurarse el sustento diario y que se considera un avance en el desarrollo
de la humanidad (Stuckenbrok & McDonald, 2008). Sin embargo, pareciera que algunos patdégenos se han hecho evidentes recientemente por mecanismos
inherentes de la evolucién, como la transferencia horizontal de genes o la hibridizacién, fenémenos que ocurren con frecuencia en los microorganismos.
Los organismos patégenos representan un riesgo significativo a los planes y acciones que en la actualidad buscan asegurar una seguridad alimentaria en

forma sostenible. Se estima que un 10 % de las cosechas a nivel mundial se pierden por causa del ataque de las plagas en el campo de cultivo (Strange &
Scout, 2005).

Los productos microbianos para el control de plagas o PMCPs son una alternativa disponible para el control de plagas en la agricultura. Recientemente se
ha mostrado mds interes comercial por estos productos, aprovechando el conocimiento generado por la academia, en donde el tema ha mantenido prioridad,
y la experiencia de la industria para producir y llevar un producto en forma adecuada y que facilmente se incorpore a la tecnologia agricola del campo. El
interes comercial se ha dado por la creciente actividad reguladora hacia los plaguicidas sintéticos, muchos de ellos moléculas persistentes y recalcitrantes
en el medio ambiente y con una toxicidad demostrada en el ser humano.

En este articulo se hace primero una revisién de conceptos utilizando una lista selectiva de referencias. Luego se inferroga sobre el PCMP natural, o compost,
y lo informado en la literatura sobre su empleo para constituir suelos que muestren una resistencia a patégenos. Luego se presentan dos casos especificos
con resultados experimentales propios a) el empleo del compost como un soporte para un producto fingico encapsulado y b) el uso de hongos de podredumbre
parda como substituto del fumigante del suelo més empleado comercialmente en la actualidad que es el bromuro de metilo.

Se ha hecho una cantidad apreciable de trabajo
bdsico y aplicado para desarrollar productos
comerciales de naturaleza microbiana que
contribuyan al control de las plagas que afectan
a las plantas (El-Ghaouth 1997; Froyd 1997;
Schisler and Slininger 1997; Mathre, Cook et al.
1999; Emmert & Handelsman, 1999; Harman
2000; Navon, 2000; van Lenteren, 2000; Lacey
& Frutos, 2001; Gan-Mor & Mathews, 2003;
Punja and Utkhede 2003; Schisler and Slininger
2004, Compant, Duffy et al. 2005; Stiling, 2005;
Brar & Verma, 2006; Crickmore 2006; El-Bendary,
2006; Hynes and Boyetchko 2006; Douglas

(2007); Roh et al., 2007; Verma, Brar et al. 2007;
Whetstone and Hammock 2007; Zimmermann,
2007; Chandler, Davidson et al., 2008; Vallet-
Gely et al. 2008;). Sin embargo, son pocos los
productos que han llegado a la etapa comercial.
Algunos creen, desde un punto de vista académico,
que la principal razén es que no se ha logrado
superar todavia la respuesta inconsistente e
irregular en la préctica de los productos
microbianos para el control de plagas o PMCPs.
También se han mencionado, la falta de
conocimiento bdsico de cémo funcionan los
posibles mecanismos de control, las caracteristicas

propios del proceso de manufactura del producto
y su presentacion final para su uso y las posibles
inferacciones con la flora microbiana natural del
suelo Ofros, desde un punto de vista netamente
comercial, opinan que el principal problema es
la falta de experiencia en convertir una fecnologia
que ha funcionado en las condiciones establecidas
en los laboratorios, a un producto comercial que
funcione en los campos agricolas. Esta Gltima
actividad requiere no sélo de la experiencia
industrial, sino de recursos econémicos disponibles
durante varios afios con el objeto de obtener
datos experimentales necesarios que, por un lado,
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demuestren fehacientemente que el producto
funciona para lo que fue concebido, y por el ofro,
que cumpla con las regulaciones existentes para
este tipo de productos. Los dos grupos de opinién
coinciden, sin embargo, en resaltar el potencial
que este tipo de productos podria llegar a tener

debido a los riesgos de salud y ambientales
inherentes en el empleo de plaguicidas quimicos.
También los PMCPS han sido considerados como
parte integral de los componentes biolégicos
tradicionales que forman parte de programas del
manejo integrado de plagas (Morales, 2002).

J

MODIFICACION GENETICA DE AGENTES MICROBIANOS DE BIOCONTROL

Moénica Stein

La Modificacion Genética:

Las técnicas de biologia molecular se estan
aplicando en las investigaciones y se ofrecen
alternativas interesantes y prometedoras (ver
vifeta).

La modificacién genética es una prdctica antigua, originada al momento que el hombre comenzé a seleccionar los mejores especimenes de un organismo
para su reproduccién. El redescubrimiento de las teorias de heredabilidad de Mendel, de la estructura del ADN, y la revolucién de la biologia molecular
del siglo pasado resultaron en una nueva era de modificacién genéica, realizada con métodos de ADN recombinante e ingenieria genética de especies.
La ingenieria genética, o transformacién, consiste en insertar de manera dirigida segmentos de ADN conocidos de un organismos a otro organismo.
Existen distintos métodos de transformacién genética: mediada por Agrobacterium tumefasciens, por bombardeo biolistico, electroporacién, utilizacién
de virus, Integracién Mediada por Enzimas de Restriccién (REMI) o asimilacion de ADN por ingestién o exposicion (Tzifra y Citovsky, 2006; Chung et
al., 2005; Praitis, 2006). Aplicada, comercialmente en bacterias, plantas y hongos para produccién comercial de férmacos y ofros productos, mejoramiento
de especies agricolas, y mejoramiento de procesos industriales, la ingenieria genética tiene, adicionalmente, el potencial de ser utilizada para el
mejoramiento de especies para usos diversos, incluyendo microorganismos especializados para el control de enfermedades de planfas. A continuacién
se presentan algunos ejemplos de agentes de biocontrol que han sido modificados en el laboratorio con métodos de ingenieria genética.

Algunos ejemplos de modificacion genética de agentes de biocontrol

Organismo
Bacterias:

Bacillus thuringiensis:
Agente tradicional de biocontrol en suelos, que contiene
la toxina Cry que afecta ciertos insectos

Pseudomonas fluorescens: Bacteria epifitica asocioda
a la mayoria de plantas, presente en follajes y suelos

Rhizobium spp.:

Bacteria simbidtica que, por las ventajas que ofrece
al brindar micronutrientes a la planta, se desea ufilizar
como porfador de agentes de biocontrol

Hongos:

Metarhizium anisopliae:

Hongo entomopatégeno utilizado cominmente en
biocontrol de insectos que afectan cafia, termitas,
mosquitos y ofros

Trichoderma spp.:

Hongo micoparasitico, que se asocia a una amplia
gama de plantas (e]. Mafz y Arabidopsis) y esté
secuenciado.

Beauveria bassiana:

Hongo entomopatégeno que causa la enfermedad
blanca de la muscardina, afectando orugas, mosca
blanca, dfidos, escarabajos y ofros.

Pseudozyma flocculosa:
Hongo micoparasttico efectivo ante el moho polvoriento

Candida oleophila:
Levadura utilizada para prevenir el crecimiento de
hongos de podredumbre en frutales y ornamentales
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Se ha fransformado con quitinasas y variantes del gen Cry, para

adicionar ofros niveles de biocontrol a su accién

Se le han fransformado toxinas de Bacillus thuringiensis para que éstas

sean expresadas en las partes aéreas de la cafia.

La genética y modo de accién de estas especies han sido ampliamente
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estudiados. Actualmente se trabaja en métodos de transformacion.

Se ha logrado fransformar a través de Agrobacterium tumefasciens y
bombardeo para contener genes de quitinasas, resistencias a herbicidas

y GFP como prueba de concepto.

Se ha logrado transformar a través de Integracién Medioda por Enzimas
de Restriccién y electroporacién bombardeo para confener resistencia
a herbicidas, GFP, quitinasas y glucanasas como prueba de concepto.

Se ha logrado fransformar a través de REMI, Agrobacterium y
electroporacién bombardeo para contener resistencia a herbicidas

como prueba de concepto.

Se ha transformado genéticamente para generar mutaciones e
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identificar su modo de accién. Esto abre la puerta a la modificacién

genética.

Yehuda et al., 2001.

Se ha aplicado electroporacién y transformacién quimica con genes

de resisfencia a antibiéticos como prueba de concepto.
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Los PMCPs deben satisfacer los tres criterios siguientes, o por lo menos alguno
de ellos: i) una efectiva colonizacién de la rizésfera, ii) una estimulacién de
las defensas de la planta, ya sea por una resistencia sistémica inducida
(RIS), o por una resistencia sistémica adquirida (RSA), y iii) efectos antagonistas
directos sobre el patégeno, sea a través de competencia por sustratos,
parasitismo, antibiosis o por la inactivacion o bloqueo de factores virulentos
producidos por el patégeno.

Una alta proporcién de los PMCPs comerciales estén protegidos por patentes
y en muchos casos no se conocen detalles de su formulacién (Montesinos
2003). Este autor enfatiza la necesidad de desarrollar metodologias para
el almacenamiento y preservacién de los PMCPs. Asimismo, recomienda
poner atencién a la adicién de aditivos bio-compatibles a la formulacién
final del producto, entre ellos los humectantes y dispersantes, los agentes
protectores de la UV solar y los nutrientes. Un directorio de PMCPs comerciales
estd disponible.’

Una de las interesantes propiedades del compost se refiere a la relativamente
reciente observacion experimental de que la adicién de compost al suelo
puede prevenir algunas enfermedades de las plantas provocadas por
microorganismos fitopatégenos (Hoitink, Krause et al. 2001). La evidencia
hasta ahora indica que esta actividad biolégica estd asociada, y es debida,
a la poblacién microbiana presente en el compost, y/o previamente establecida
en el suelo, pero favorecida por la adicién del compost (Mazzola 2004;
Noble and Coventry 2005). No se descarta tampoco, porque existe evidencia
experimental, que existan en la poblacion microbiana, hiperpardsitos como
especies de Trichoderma que también pueden producir resistencia inducida
(Verma, Brar et al. 2007). En realidad el concepto de asociar al compost
la caracteristica de prevencién de enfermedades de las plantas, se encuentra
hoy en dia més generalizada al suelo. Los suelos activos tienen, de acuerdo
a algunas opiniones, un potencial considerable para combatir a los patégenos
de las plantas, y dicha propiedad estd asociada a la presencia de
microorganismos causantes de la prevencién (Borneman and Becker 2007).

Entre algunos de los resultados experimentales de prevencién de enfermedades
causadas por hongos estén, el dafio al talluelo observado en semillas de
ornamentales, frutas y hortalizas, generalmente causado por Phythium spp.,
Phytophthora spp., y Rhizoctonia spp. (Aryantha, Cross et al. 2000; Fichtner,
Benson et al. 2004; Scheuerell, Sullivan et al. 2005; Chae, Jin et al. 2006).
También, la marchitez y la podredumbre de la corona y las raices del tomate
causado por Fusarium spp. (Borrero, Trillas et al. 2004) y la podredumbre
de la raiz, en fresas, melones y pepinos (Kannangara, Utkhede et al. 2004;
Millner, Ringer et al. 2004; Suarez-Estrella, Vargas-Garcia et al. 2007;
Santos, Dianez et al., 2008). Ademds, se ha observado al adicionar compost
una reduccién del neméatodo Meloidogyne javanica (Raviv, Oka et al. 2005).

Se ha sugerido usar el compost que presente la propiedad de prevencién de
enfermedades como un substituto del fumigante gaseoso bromuro de metilo,
debido a los problemas ambientales que dicho producto presenta (Ceuster

1 Directory of Microbial Pesticides for Agricultural Crops in OECD countries.

Revista 19 de

Productos microbianos para el control de plagas

and Hoitink 1999; Trillas 2002). Se ha planteado la posibilidad de usar
un extracto acuoso del compost, denominado compost fea como un aditivo
liquido al suelo, tanto como tal, o como un producto aireado con el objeto
de incrementar la biomasa microbiana beneficiosa del mismo (Scheuerell
and Mahaffee 2005; Chae, Jin et al. 2006; Ozer and Koycu 2006).

Ofra alternativa que existe para lograr el efecto de prevencién, es la de
agregar al compost, protegido de alguna forma, un indculo de biomasa
microbiana con las propiedades bioldgicas adecuadas. Es decir, emplear
al compost como un soporte para un producto microbiano.

El alginato de sodio es un polimero usado comUnmente para encapsular
biomasa microbiana y ha funcionado adecuadamente en pruebas con
PMCBs (Fravel, Marois et al. 1985; Lewis and Papavizas 1985; Papavizas,
Fravel et al. 1988; Weidemann 1988; Knudsen and Bin 1990; Winder,
Wheeler et al. 2003; Russo, Basaglia et al. 2005). La cépsula de alginato
ha mostrado caracteristicas que la hacen promisoria en su posible aplicacion
comercial: i) una estabilidad y una biodegradabilidad aceptables, ii) una
porosidad que permite el fransporte de macromoléculas hacia el exterior,
y iii) un micro-ambiente relativamente inerte. Las diferentes especies del
hongo Trichoderma spp. han demostrado una inferaccién con las raices de
las plantas que frecuentemente se traduce en (Harman, Howell et al. 2004):
i) la inhibicién del crecimiento de microorganismos patégenos para las
plantas, ii) la induccion de una resistencia sistémica (RIS), iii) la estimulacién
del crecimiento de la raiz, la asimilacién de nutrientes del suelo, una mayor
resistencia a estrés abidtico y como resultado un aumento en la productividad.
Como resultado, no es de extraiiar que este género de hongos sea el mds
empleado en los PMCBs de origen fingico (Harman 2000; Howell 2003;
Verma, Brar et al. 2007). Conviene resaltar que se ha reportado en la
literatura con anterioridad el empleo del compost como un soporte para el
inéculo de Trichoderma spp. que funcione como PMCB (Hutchinson 1999;
Heraux, Hallet et al. 2005; Héraux, Hallett et al. 2005).

En las pruebas de preparacién de capsulas y de la estimacion preliminar de
la actividad biolégica contra microorganismos patégenos de plantas, se
utilizd el hongo Trichoderma hamatum 101530 obtenido del Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Paises Bajos. El hongo crecié por 3
dias en caldo Saboraud en frascos erlenmeyer de 250 mL bajo una agitacion
de 125 rpmyy 0 27 °C, lograndose un crecimiento abundamente y homogeneo
del micelio como se observa en la Figura 1. El peso seco alcanzado fue
de 6.32 g por litro que se consideré adecuado para los propésitos del
estudio.

Se midieron 10 mL del frasco y se adicionaron a una solucién de alginato de
sodio (1.5 %). La suspension se dej6 gotear, con una bureta de 10 mL, ver
Figura 2, o con una jeringa de 3 mL con aguja fina operada manualmente,
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en en un frasco de vidrio de 300 mL, levemente agitado por una mesa agitadora (Roto Mix Type 50800,
Barnstead/Thermolyne) conteniendo una solucién de cloruro de calcio al 1.5%, ver Figura 3. El color de
las capsulas se debe a la adicién de un colorante con el fin de visualizar mejor el tamafio de las mismas.

Al 'emplear la bureta el didmetro de las cépsulas obtenidas fue de aproximadamente 3 mm. Al emplear la
jeringa para formar las gotas, el didmetro de las capsulas obtenidas se redujo a 2 mm aproximadamente,
como se aprecia en la Figura 4.

Las cdpsulas separadas de la solucién de calcio y lavadas varias veces con agua se guardaron en suspension
acuosa o en una caja de Petri en la refrigeradora a 12 °C. La formacién de las capsulas, el lavado con
agua y su posterior almacenamiento en la refrigeradora no influyeron en la viabilidad del hongo, ya que
al colocar las cépsulas sobre agar en una caja de Petri, el hongo se desplazo fuera de la cpsula y empezd
a crecer alrededor de las mismas, como se observa en la Figura 5.

Por otro lado, se prepararon cajas de Petri con agar y se procedié a sembrar una cepa de Fusarium spp,

mantenida en el Laboratorio de Proteccién Vegetal, y aislada de plantas atacadas; luego se colocaron al

> Figura 1
Gt o Tidedine emsim azar cépsulas con T. hamatum. Se observé una inhibicién completa del crecimiento del Fusarium spp y
medio liquido. una esporulacién masiva, de color verde, del T. hamatum, como se aprecia en la Figura 6. La caja de Petri

mostrando el crecimiento del Fusarium spp, usada como control, se muestra en la Figura 7.

Los resultados presentados fueron preliminares, més que todo realizados para probar la factibilidad del
concepto. Sin embargo, puede decirse que fueron alentadores. A la escala pequeiia que se ensayd, la
produccién de capsulas de alginato resulté relativamente fécil de llevar a cabo. A una escala mayor es
necesario contar con un dispositivo formador de cépsulas automdtico, en el cual sea posible ajustar el flujo
a fravés de toberas especiales de la solucién altamente viscosa del alginato y la biomasa del microorganismo
seleccionado. La biomasa de hongos posiblemente sea la que presente mayores problemas por la alta
viscosidad de las soluciones.

En los ensayos realizados, se empled una solucién de alginato al 1.5 % en peso, con el objeto de no aumentar
la viscosidad y de generar una cépsula que permitiese, por un lado, una difusién rdpida del hongo desde
adentro de la cpsula hacia el exterior, y por el otro, una vida de la cépsula relativamente corta, de manera
que el hongo se esparciera en el compost y suelo para brindar proteccién a las plantas. En la mayorfa
de referencias consultadas la concentracién de la solucién de alginato ha sido de 2%. En esa instancia
la viscosidad es alta y la cépsula se presta a una mejor manipulacién. Es posible, sin embargo, en ambos

casos endurecer la superficie de la cdpsula dejando reposar por més tiempo en la solucién de cloruro de

N VF' ; calcio y efectuando un secado parcial. La técnica in vitro empleada para observar el efecto sobre el
igura 2.

Formacién de capsulas por goteo. crecimiento de Fusarium spp de las cépsulas de alginato conteniendo el hongo Trichoderma hamatum,

permitié corroborar la agresividad del segundo hongo sobre el primero. Como se expresé con anterioridad
esta agresividad ha sido documentada en la literatura y se han confirmado varios mecanismos de expresion.
Ademés, la técnica permitié corroborar que el hongo encapsulado era capaz de salir de la cépsula y crecer
en el medio circundante.

Ejemplo 2: PMCP como substituto del bromuro de metilo

El bromuro de metilo (CH,Br) es un fumigante que durante los Gltimos 50 afios ha sido usado para el control
de plagas y patégenos, tanto en el suelo antes del plantio como en ciertas operaciones de post cosecha,
por ejemplo en el almacenamiento de granos (Fields & White, 2002; Martin, 2003) El tratamiento estdndar
para el control de plagas y patégenos del suelo, incluyendo nemétodos, bacterias, hongos y malezas, en

cultivos de alto-precio, como hortalizas (i.e. fomate y arveja china) frutas (i.e. melén y fresas) y flores, es

Figura 3 y y la fumigacién antes del plantio con una mezcla de bromuro de metilo y cloropicrin, tricloronitrometano
Cépsulos en suspension de una solucién ) ) ' R )
de cloruro de calcio. (CCI;NO,) o gas lacrimégeno. Este Gltimo, agregado no sélo por su propiedad biocida sino también como

un agente de precaucién y alarma por la alta toxicidad del bromuro de metilo hacia el ser humano (Yang
et al, 1995).
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» Figura 4.
Tamario de las cépsulas elaboradas (métrica
mostrada en cm)

> Figura 5.
Viabilidad del hongo en la cdpsula.

A los 11 dias

> Figura 6.
Destruccién del micelio del hongo Fusarium
spp por el hongo Trichoderma hamatum
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Investigaciones de las emisiones del bromuro de metilo reportan que entre 30 a 90% del gas aplicado al
suelo se pierde a la atmésfera contribuyendo en forma significativa a la desfruccién del ozono estratosférico
(Yagi et al, 1993; 1995) La variabilidad encontrada al hacer esta medicién se ha explicado atribuyéndola
a la profundidad a la cual se inyecta el gas en el suelo, el tipo de recubrimiento pldstico que se hace,
las caracteristicas intrinsecas del suelo, como humedad, textura, contenido de materia orgénica y temperatura
(Gan et al, 1994). También han tenido efecto variables del ambiente, como la radiacién solar, la presion
barométrica, la velocidad del viento y la humedad relativa del aire (Wang et al, 1997). Inmediatamente
después de la aplicacion del bromuro de metilo, al drea fumigada se le cubre con polietileno de alta
densidad. Aunque esto disminuye las emisiones, no las elimina (Martin, 2003). Para lograrlo es necesario
usar copolimeros que contienen poliamidas o efilen vinil alcohol, los cuales son précticamente impermeables
al bromuro de metilo, pero que desafortunadamente son més costosos.

El Protocolo de Montreal, como tratado internacional, ha ordenado una eliminacién gradual de la produccion
y el comercio mundial del bromuro de metilo, que finalizé con una prohibicién total en enero del 2005.
Sin embargo, desde esa fecha se han permitido casos criticos y excepcionales a solicitud de cada pais
segn convenios en el dmbito internacional. Para paises en vias de desarrollo, incluyendo Guatemala,
el plazo se ha extendido hasta enero del 2015 (Martin, 2003).

Hay que indicar que la mayor fuente de bromuro de metilo hacia la atmésfera, no es la aplicacién en suelos
agricolas, sino es la combustién de cualquier tipo de biomasa (Mano & Andreae, 1994). Pero mediciones
recientes de la concentracién de este gas en la atmdsfera, por ejemplo las del programa AGAGE (Advanced
Global Atmospheric Gases Experiment), muestran una franca tendencia a disminuir. Lo anterior pone de
manifiesto que las disposiciones del Protocolo de Montreal fueron las correctas y que con ellas se ha
logrado un control del bromuro en la atmésfera (Simmonds et al, 2004).

El bromuro de metilo que no escapa a la atmésfera se degrada por procesos bioldgicos y procesos abidticos
en el suelo. La degradacion se incrementa al aumentar la materia orgdnica del suelo, por ejemplo por
la adicion de compost de estiércol (Gan et al, 1998a). Otras investigaciones han reportado el aislamiento
de bacterias facultativas capaces de utilizar el bromuro de metilo como fuente de carbono y energia, por
ende se ha sugerido que a los suelos, previa fumigacion, se les adicionen inéculos de dichas bacterias
(Connell-Hancock et al, 1997).

Ante esta situacién, la agroindustria que necesita fumigar el suelo y ciertos productos en almacenamiento
y transporte, enfrentan la necesidad de desarrollar estrategias alternas, que tengan la misma, o mejor
eficacia, a un costo competitivo. La investigacién inmedicta se ha enfocado a la evaluacién de ofros
compuestos quimicos con actividad biolégica, la modificacién de las précticas agricolas para acomodar
su uso y la mejora en las técnicas de aplicacién para minimizar los dafios ambientales (Schneider et al,
2003). Dentro de los fumigantes alternos aprobados para emplearse, se encuentra la mezcla de cloropicrin
con 1,3-dicloropropeno, tanto para ser aplicado con fuste (Telone ®, Dow AgroSciences) o utilizando la
infraestructura del riego por goteo (InLine ®, Dow AgroSciences). Existen varios compuestos que se
transforman in situ en metil isotiocianato, otro fumigante alterno, estos son, el Metam Sodio, sodio N-
metilditiocarbamato, en solucién (Vapam HL ®, AMVAC) y el Dazomet, 3,5-dimetil-(2H)-tetrahidro-1,3,5-
tiadiazina-2-tion, una presentacion granular. Por ofro lado, algunos fumigantes se encuentran en prueba,
y en este grupo se incluye al bromuro de propargilo (Fluka Chemical y Albemarle Chemical Co.) y el
yoduro de metilo (Midas ®, Arvesta). En todos estos casos la estrategia de uso ha sido hacer una mezcla
entre ellos para amplior el espectro de control de plagas y patégenos del suelo y lograr una proteccién
similar a la obtenida con la mezcla de bromuro de mefilo y cloropicrin. Sin embargo, las mezclas han
dado resultados inesperados, por ejemplo, el Metam Sodio, aceleré la degradacién en el suelo del
cloropicrin y el 1,3-dicloropropeno, reduciendo la eficacia (Zheng et al, 2004). Estos resultados, y ofras
caracterfsticas relacionadas con regulaciones y manejo de los fumigantes en sf, inducen cierta incertidumbre
en el futuro sostenible de estas mezclas (Duniway, 2002). No es el propésito revisar exhaustivamente la
literatura sobre los ensayos en el campo de las mezclas de fumigantes quimicos alternos, sin embargo,
puede indicarse que la revision de Martin (2003) y Schneider et al (2003) son adecuadas para satisfacer
ese fin.
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Una alternativa de control diferente al uso de agroguimicos, es la biofumigacién a través de la incorporacién
al suelo de residuos de brécoli y que paulatinamente emiten isotiocianatos de una estructura similar al
agente activo del fumigante Metam Sodio, y que ha mostrado ser efectivos (Mathiessen et al 2005, 2006).

Resulta interesante hacer la pregunta siguiente ¢porque no se ha considerado el empleo como fumigante
del cloruro de metilo (CH;Cl) o clorometano, si posee un especiro amplio de accién igual que el bromuro
de metilo? Es posible que se haya debido a que es un gas a temperatura y presion del ambiente y por
ende, su manejo e incorporacién al suelo, haya resultado problemdtico. El cloruro de metilo es el

hidrocarburo halogenado que se encuentra en una mayor proporcién en la atmésfera, una mayoria de

> Figura 7. ,
Crgcimienfo del hongo Fusarium spp mosfrando la cual proviene de fuentes naturales (de los océanos, de hongos, de humedales y aguas salobres) (Harper,
micelio blanco semejando algodén 2000; Redeker et al., 2000; Dimmer et al., 2001). Posiblemente la fuente mejor caracterizada sean los

hongos involucrados en la podredumbre y degradaciéon de la madera y cualquier otro desperdicio
lignocelulésico que ocurre naturalmente, entre los cuales resaltan los hongos basidiomicetos (Field et al.,
1995; Watling & Harper, 1998; Moore et al, 2005). La produccién més frecuente de clorometano se
reporté entre los miembros del género de hongos Phellinus (Hymenochaetaceae) (Watling & Harper, 1998;
Harper et al. 1988). Una de las enzimas que cataliza la formacién del gas es la transferasa del cloruro
de metilo que forma parte del arsenal bioquimico de todos los hongos que degradan la lignocelulosa,
pues la utilizan para metilar la compleja molécula de lignina convirtiéndola en un sustrato de més répida
y eficiente biodegradacién; este mecanismo se ha comprobado en hongos basidiomicetos asociados a
la degradacién de la madera, entre ellos Phanerochaete chrysosporium (Jeffers et al, 1997) y Phellinus
pomaceus (Saxena et al.,1998). Sin embargo el mecanismo de degradar o modificar quimicamente la
lignina por los hongos de podredumbre parda fodavia se desconoce, aunque se tiene evidencia veraz
de que ocurre (Yelle et al. 2008). También se ha demostrado recientemente que la produccién de los

organohalogenados voldtiles por hongos basidiomicetos incluye el ioduro de metilo (Ban-nai et al., 2006).

e

> Figura 8. ; . Recientemente se ha informado en la literatura cientifica de emisiones considerables hacia la atmésfera de
Tronco de pino en descomposicién natural.

cloruro de metilo proveniente directamente de plantas tropicales (Yokouchi et al, 2002). También se ha
presentado evidencia que este compuesto se produce empleando el mismo mecanismo quimico en diversos
ambientes del planeta. El mecanismo implica la conversion abiética del cloro a cloruro de metilo, en la
que el donante del grupo metilo es la pectina, uno de los polimeros distribuido ampliamente en las plantas.
Emisiones significativas se cuantificaron provenientes de hojas en senescencia o muertas a temperatura
ambiente. Dichas emisiones aumentaron drdsticamente con la temperatura (Hamilton et al, 2003).

¢No seria posible, entonces, aprovechar este fenémeno natural en sistemas en donde se estimule su accién
y se dirija hacia un objetivo especifico, como en este caso, la fumigacién de suelos antes del plantio?

¢Serd posible generar in situ el fumigante de suelos en concentraciones adecuadas para que cumpla la

» Figura 9. mision?
Produccién de compost de cachaza y bagazo
de caria de azicar

Ensayos preliminares con hongos de podredumbre parda de la madera

En las prueboas se utilizaron los hongos siguientes: Phellinus pachyploeus CBS 446.76; Phellinus overholtsii
CBS 196.55; Phellinus pini CBS 210.36; Phellinus lundelli CBS 540.72, Isaria fumosorosea CBS 240.93;
Phanerochaete chrysosporium CBS671.71, obtenidos del Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS),
Utrecht, Paises Bajos. Ademds los hongos: Phellinus ignarius DSMZ 4598; Phellinus ignarius DSMZ 4818;
Fomitopsis pinicola DSMZ 3521; I. hispidus DSMZ 8658; Phellinus pini DSMZ 5238; Inonotus andersoni
CBS 312.39, obtenidos del Deutsche Sammlung von Mikroorganismen un Zellkulturen GmbH, Braunschweig,
Alemania. Todos los hongos son basiodiomicetos de podredumbra parda de la madera, con excepcién
de P. chrysosporium que es un basidiomiceto de podredumbra blanca y el cual se empleé como un control
negativo, ya que se conoce que el clorometano que produce lo emplea como donador de grupos metilo
en la biosintesis de alcohol veratrilico, imporfante metabolito involucrado en la degradacién de la lignina
(Harper et al., 1990)

» Figura 10. Se utilizaron dos fuentes de lignocelulosa en los ensayos: madera molida y compost. La madera se obtuvo

Crecimiento de los hongos en fubos de un tronco de pino en descomposicion, ver Figura 8, y se redujo su tamafio en un molino de cuchillas
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e impacto de planta piloto. El compost se produjo de cachaza y bagazo
(70-30% en peso seco) en una instalacién piloto localizada en Proesur-UVG,
Santa Lucia Cotzumalguapa como se muestra en la Figura 9.

La madera molida se incorpord en un 5 % a un agar de extracto de malta y
se prepararon tubos tapados con algodén. Los tubos se inocularon con los
hongos en prueba y se mantuvieron en una incubadora a 32 °C por espacio
de 34 dias, ver Figura 10. El compost molido se incorporé en un 3 % al
agar con extracto de malta y de nuevo se prepararon tubos tapados con
algodén dejéndose en la incubadora a 32 °C por un espacio de 22 dias.
Los tapones de algodén se cambiaron por tapones de hule con el objeto
de acumular las emanaciones gaseosas producidas por los hongos y tres
dias después se obtuvo una muestra de la fase gaseosa de cada tubo y se
inyecté a un cromatégrafo de gases para cuantificar la produccién de
compuestos voldtiles organohalogenados. Se usé un cromatégrafo de gases
Hewlett-Packard 5890 Series Il, con las caracteristicas siguientes: columna
HP-5 capilar de 30 mefros de largo; gas de arrastre, nitrégeno a un flujo
de 1 mL por minuto, temperatura de puerto de inyeccién, 200 °C; temperatura
detector, 235 °C; temperatura del horno, 35 °C; rampa, tres minutos de
equilibrio, incremento de 5 grados por minuto hasta 50 °C con un tiempo
final de 3 minutos. Se emplearon mezclas estdndar de cloruro y bromuro
de metilo en nitrégeno de 1 ppm (Airgas Specialty Gases, Port Allen, LA).

Los resultados obtenidos se listan en los Cuadros 1y 2 para los hongos
ensayados en madera de pino y en compost respectivamente. La indicacién
ND en algunas filas de los cuadros significa que no se detectd produccién
que pudiera medirse bajo las condiciones de andlisis. En el Cuadro 1 cuatro
hongos se prepararon en duplicado con el objeto de estimar la variacién
en la produccién. En el medio con compost se incluyé un hongo adicional
I. andersonii CBS 312.39.

Cuadro 1.
Produccién de compuestos voldtiles organohalogenados en un medio sélido
de agar-madera de pino en tres dias después de 34 dias de crecimiento.

il ITr

H \"H H/C\"”fH
H H

Hongo Cloruro de metilo Bromuro de
ppm metilo ppm

P. pini CBS 210.36 34.46 0.79

P. pini CBS 210.36 43.34 0.90

F. pinicola DSMZ 3521 ND. ND.

F. pinicola DSMZ 3521 ND. ND.

P. lundelli CBS 540.72 27 .46 1.39

P. pachyploeus CBS 446.76 49.54 0.56

P. ignarius DSMZ 4958 ND. ND.

P. overholtsii CBS 196.55 37.46 0.96

P. overholtsii CBS 196.55 54.17 1.15

I. hispidus DSMZ 8658 59.66 0.00

I. hispidus DSMZ 8658 43.49 0.40

P. chrysosporium CBS 671.61 ND. ND.
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Cuadro 2.
Produccién de compuestos voldtiles organohalogenados en un medio sélido de
agar-compost en fres dias después de 22 dias de crecimiento.

Hongo Cloruro de metilo Bromuro de metilo
ppm ppm
P. pini CBS 210.36 43.29 0.65
F. pinicola DSMZ 3521 ND ND
P. lundelii CBS 540.72 78.38 0.10
P. pachyploeus CBS 446.76 3.72 0.99
P. ignarius DSMZ 4818 ND ND
P. overholtsii CBS 196.55 6.60 5.09
I. hispidus DSMZ 8658 79.68 0.15
I. andersoni CBS 312.39 ND 2.51
P. chrysosporium CBS 671.71 ND ND

Los datos se analizaron empleando un andlisis de variancia (Andeva) bajo
dos perspectivas. Primero, se emplearon los datos del Cuadro 1 para
aquellos tres hongos (P. pini, P. overholtsii e I. hispidus) en donde la
produccién se cuantificé en tubos duplicados (Andeva de una via). Se
encontré que no hubo diferencias en la produccién de cloruro de metilo
por los tres hongos (P = 0.5336), es decir, los tres hongos escogidos
produjeron la misma cantidad del gas en ese substrato y tiempo establecido.
Por el contrario, en la produccién de bromuro de metilo, los valores promedio
fueron estadisticamente diferentes entre si (P = 0.0381), siendo la diferencia
entre P. overholtsii e |. hispidus la dominante (P de Bonferroni ajustada =
0.056). Los resultados del ensayo y la inferpretacién del andlisis pueden
apreciarse en la Gréfica 1.

En la segunda perspectiva se emplearon los datos de los cinco hongos
productores de compuestos gaseosos organohalogenados (P. pini, P.
overholtsii, I. hispidus, P. lundelii, y P. pachyploeus) usados con los dos
diferentes substratos lignocelulésicos (madera de pino y compost de cachaza
y bagazo de caia) (Andeva de dos vias) con el objeto de estimar si existia
también un efecto del substrato sobre la produccién. Se encontré que la
produccién de cloruro de metilo fue influida en forma précticamente
significativa (P = 0.0719) por el hongo y significativa por la interaccién
entre el hongo y el substrato (P = 0.0475), es decir, la diferencia en
produccién entre los dos substratos depende del hongo a que se refiera.
En lo que respecta a la produccién de bromuro de metilo se encontré que
el hongo (P = 0.0016), el substrato (P = 0.0119) y la interaccién entre
hongo y substrato (P = 0.0023), eran significativas. Es decir la produccién
varia respecto al substrato y al hongo empleado.

El paso siguiente fue el de intentar obtener en el laboratorio un crecimiento
de biomasa abundante y consistente de los diferentes hongos. Se emplearon
dos estrategias. El cultivo en fase liquida y el crecimiento de superficie en
fase sélida.

El crecimiento en fase liquida se llevd a cabo en frascos agitados a100 rpm
y 25 °C en un medio estéril conteniendo 30 g/L de glucosa, 1 g/L K,HPO,,
1 g/L MgSO,.7H20Q y cuatro fuentes diferentes de nitrégeno, a) sulfato de
amonio (21 % N,) 8 g/L, b) bacto-peptona (15.9 % N,) 10.56 g/L, ¢) Extracto
de Levadura (11 % N,) 15.27 g/L. El pH inicial del medio fue: a) con sulfato
de amonio 7.50, b) con bacto-peptona 7.95, ¢) con extracto de levadura
7.95. Alas 168 horas se filtraron los contenidos de los frascos y se estimé
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Grdfica 1.
Produccién de cloruro y bromuro de metilo en un medio de agar y madera
de pino molida.
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la cantidad de biomasa producida, en gramos secos por litro,y en el liquido
el pH final. El crecimiento de los cinco hongos ensayados fue lento y en
aglomerados esféricos grandes como se aprecia en el Cuadro 3 el cual
muestra los resultados para tres de los cinco hongos. El término MP en
una fila del cuadro indica que se alterd la muestra en el manejo de la
misma.

Aunque existe una variacidn apreciable en los resultados de la biomasa
producida, pareciera que los dos Inonotus favorecieron el exiracto de
levadura como fuente de nitrégeno. El P. pini empleé mejor el nitrégeno
inorgénico. El pH final fue en su mayoria 4cido, notoriamente cuando se
empled sulfato de amonio. El crecimiento en forma de agregados, de

diferente tamafio segin la especie, ha sido reportado previamente por
Hwang et al (2004) para tres especies de Phellinus (P. baumii, P. gilvus y
P. linteus). Hwang et al (2003) encontraron que la biomasa producida en
cultivo liquido durante 196 horas dependia de la fuente de carbono, siendo
los mejores substratos la maltosa y el sorbitol. Los datos de peso seco
estuvieron entre 1.22 a 3.83 gramos por litro, parecidos a los del cuadro
anterior. Encontraron también que los sélidos del procesamiento de maiz
y el extracto de malta eran las majores fuentes de nitrégeno. El pH final,
sin embargo, fue més bajo que el encontrado en este trabajo, ya que varié
entre 3.21 y 3.96 dependiendo de la fuente carbono. Se conoce que los
hongos de podredumbre parda producen durante el crecimiento dcido
oxdlico (Munir et al., 2001; Schilling & Jellison, 2006), lo que podria
explicar el pH dcido final en el medio.

El crecimiento en aglomerados esféricos grandes mostrado en fase liquida
no es afractivo para un aumento de escala de la produccién, principalmente
por los problemas de estabilidad de la biomasa que pueden encontrarse
en los reactores agitados. Por lo tanto se procedié con los ensayos de
crecimiento en superficie en fase sélida.

El crecimiento de superficie en fase sélida se inicié con ensayos en cajas de
Petri con agar con extracto de malta al cual se le incorporé 3 % de compost
producido de cachaza y bagazo (70-30% en peso seco). Se inocularon los
hongos dejéndose las cajas en la incubadora a 30 °C. El crecimiento radial
se observé a diferentes tiempos. El orden relativo del crecimiento fue el
siguiente, de mds rapido a més lento: Phellinus pini CBS 210.36, Inonotus
andersoni CBS 312.39, Inonotus hispidus DSMZ 8658, Phellinus lundelli
CBS 540.72 y Phellinus overholtsii CBS 196.55. La Figura 11 ilustra lo
observado para el hongo que més répido crecié.

Cuadro 3.
Produccién de biomasa, pH final del medio liquido y observacién microscépica del micelio después de 168 horas de crecimiento
Fuente de N2 Biomasa g/L Biomasa g/L Biomasa g/L
Phellinus pini Inonotus hispidus Inonotus andersonii
(pH final) (pH final) (pH final)
Con sulfato 3.59 2.30 0.82

Con bacto-peptona

Con extracto de levadura

(4.70)
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Estas pruebas permitieron seleccionar para futuros ensayos a los hongos
Phellinus pini CBS 210.36, Inonotus andersoni CBS 312.39, e Inonotus
hispidus DSMZ 8658 por mostrar un crecimiento mds rdpido y producir al
mismo tiempo los compuestos gaseosos organohalogenados.

A continuacién se procedié a ensayar el crecimiento en substratos sélidos que
se encontraran facilmente en la préctica. En la literatura reciente (Lee et
al., 2008) se ha informado del crecimiento de Phellinus linfeus en subproductos
del procesamiento de mafz. Se decidié, entonces, escoger el sorgo (maicillo).
Se tomé parte del micelio crecido en agar y se deposité en la superficie de
frascos de vidrio de boca ancha, conteniendo 80 gramos de sorgo esterilizado
por 25 min a 121 °C. La Figura 12 muestra el crecimiento abundante obtenido
con Phellinus pini CBS 210.36 después de 312 horas de incubacién a 30 °C.

Estén en progreso experimentos en donde el crecimiento del hongo se lleva
a cabo en fracciones de compost proveniente de caia de desecho y cachaza,
empleando como indculo micelio anclado en sorgo como antes se indicé.
Se piensa finalizar midiendo, no solo la produccién de organohalogenados,
sino también la actividad de la mezcla hongo-compost hacia microorganismos
patégenos de plantas del suelo, a nivel de laboratorio e invernadero.
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> Figura 11.
Crecimiento de Phellinus pini
alas 96, 168 y 246 horas.

> Figura 12.
Crecimiento de Phellinus pini en sorgo
al inicio y después de 313 horas.
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