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@ Resumen:

Procedimiento para la produccién de hongos ento-
mopatdgenos a partir de la utilizacién del meso-
carpo de la almendra, que consiste en la utilizacién
de un hongo denominado Verticillium lecanii inocu-
lado sobre agar extracto de maiz, dispuesto sobre
una placa Petri estéril de 9 centimetros de diametro,
utilizdndose colonias del hongo de aproximadamente
siete dias de crecimiento, estando el mesocarpo de
la almendra secado al aire y cortado en fragmentos
de 5x5 milimetros, el cual se sumerge a temperatura
ambiente durante una hora en el agua destilada hasta
alcanzar la saturacién, para posteriormente ser este-
rilizado por calor himedo, mediante un autoclave de
vapor durante 15 minutos a 120°C de temperatura,
inoculandose 100 conidios diluidos en 5 mililitros de
agua destilada estéril, produciéndose la germinacién
de los conidios a partir del los seis dias, realizandose
la operacién de inoculado sobre una placa Petri.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccién de hongos
entomopatdgenos a partir de la utilizacién del me-
socarpo de la almendra.

Objeto de la invencién

La presente memoria descriptiva se refiere a
una solicitud de Patente de Invencién, relativa
a un procedimiento para la producciéon de hon-
gos entomopatogenos a partir de la utilizacién del
mesocarpo de la almendra, cuya finalidad es la de
resolver una pluralidad de problemas, fundamen-
talmente econdémicos, puesto que al tratarse de
un residuo agricola, se podria disponer de él sin
coste anadido alguno, siendo técnicamente senci-
llo el hecho de poner contar con biofactorias de
hongos entomopatégenos en las proximidades de
las empresas, en las cuales se realiza el pelado y
procesado de las almendras, consiguiéndose con-
secuentemente que la producciéon de conidios en
masa sea simple, barata y eficiente, es decir per-
mitiendo en sintesis que los hongos entomopatoé-
genos obtenidos puedan ser utilizados como in-
secticidas biolégicos en el campo, a partir de un
coste de produccion sensiblemente econémico.
Campo de la invencion

Esta invencién tiene su aplicacién dentro de
la industria quimica, aplicada en la agricultura.
Antecedentes de la invencion

En la préctica, los substratos mas corrientes
para la produccién de entomopatégenos, son pro-
ductos primarios de la agricultura, como los que
se han utilizado para la especie Metarhizium ani-
sopliae.

En Sudamérica y en el este de Asia, el hongo
se produce sobre arroz o cereales autoclavados, y
este proceso permite la produccién de cientos de
kilos de material, producciéon que suele aplicarse
sobre el suelo con objeto de controlar las plagas
de insectos existentes sobre la superficie.

Se han desarrollado medios de cultivo, siendo
de especial interés aquellos que tengan caracteris-
ticas naturaleza y puedan ser obtenidos facilmen-
te a bajo costo.

Mycotech Corporation ha desarrollado un cul-
tivo en un medio s6lido, con un substrato de parti-
culas de almidén, donde se desarrollan los hongos
entomopatdgenos.

En Canada se ha desarrollado el cultivo de
hongos entomopatdgenos sobre salvado himedo,
y también se ha utilizado como substrato para
la produccién de los hongos entomopatégenos,
arroz prehumedecido antes de su esterilizacién,
obteniéndose 3 kilos de conidios por cada 100 kilos
de substrato inoculado.

También, se han hecho estudios en medio li-
quido que decantan claramente que éstos son eco-
némicamente viables, necesitando consecuente-
mente estudios de viabilidad de los conidios, vi-
rulencia y efectividad.

Los conidios del hongo Metarhizium aniso-
pliae se han obtenido en superficies de agarnu-
trientes o en materiales organicos, tal y como pue-
den ser cereales, arroz, guisantes y maiz. En cul-
tivo liquido se desarrollan pellets de hifas y blas-
tosporas.

Se han desarrollado otros medios basados en
productos agricolas diversos, tal y como pueden
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ser salvado himedo, maiz, harina de habichuelas
y agua, teniéndose conocimiento por parte del so-
licitante de la utilizacién de un medio compuesto
por una cubierta de semilla de algodén en polvo,
salvado himedo, harina de maiz y agua.

El hongo entomopatégeno Hirsutella thomp-
sonii se cultivo por medios liquidos obtenidos a
partir de salvado de trigo, patatas, zanahoria, ha-
rina de maiz e infusién de maiz, realizdndose la
conservacion en paja, salvado de trigo, agua des-
tilada, asi como en una solucién salina fisiolégica,
aceite mineral y gel de silice anhidro a tempe-
ratura ambiente y en refrigeracion, siendo esta
dltima la mas adecuada.

Como se sabe, los insectos son responsables
directos de muchos danos de gran importan-
cia econdmica en cultivos y bosques, habiéndose
constatado que los insecticidas quimicos que se
utilizan en la actualidad para su control, al mar-
gen del sustancial coste econémico que suponen
causan danos directos al cultivo donde se aplican.

Hay ejemplos de insecticidas (DDT entre
ellos) con impacto ambiental “histérico”, cuyo
uso causoé alteracion del balance biolégico de los
ecosistemas.

Debido a lo anteriormente citado, seria inte-
resante desarrollar otros medios de control de los
insectos como alternativa al uso exclusivo de los
insecticidas quimicos, sabiendo el solicitante que
muchos cultivos de invernadero reciben, al menos,
dos aplicaciones de distintos insecticidas por se-
mana, con objeto de reducir las poblaciones de
insectos, tal y como puede ser la mosca blanca.

Ademas, la resistencia a los insecticidas en las
poblaciones de insectos disminuye su eficacia y
obliga a la utilizacién de dosis de insecticidas sus-
tancialmente elevadas.

Lo anteriormente citado suele originar en un
ambiente restringido, como por ejemplo los inver-
naderos, un problema importante de acumulo de
residuos, lo que obliga a buscar alternativas para,
al menos, reducir la frecuencia de aplicaciones de
fitosanitarios, con independencia de su proceden-
cia.
De todos los patogenos de insectos, los hongos
entomopatégenos son los mas comtinmente aisla-
dos.

Por ejemplo, se han aislado procedentes de
moscas blancas infectadas, mas de 20 especies de
hongos, incluyendo Verticillium lecanii, Beauve-
ria bassiana y Paecilomyces farinosus entre otros.

El uso de agentes microbiolégicos para el con-
trol de plagas de insectos se estd convirtiendo en
una préctica comun en muchos paises.

Ello se debe a que su uso evita los proble-
mas relacionados con los productos quimicos, so-
bre todo desde el punto de vista de residuos y
desequilibrio biolégico.

Para que estos agentes microbiolégicos puedan
ser utilizados a escala, es necesario el desarrollo
de métodos de cultivo de éstos hongos en medios
de crecimiento de bajo coste, a la vez de facil
preparacion y eficacia en la produccién de inéculo.

A su vez, los hongos una vez producidos de-
ben funcionar como insecticidas biolégicos en el
campo.

Actualmente, por parte del solicitante, no se
tiene conocimiento de la existencia de un procedi-
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miento, método o sistema que facilite la obtencién
de la invencién decantada como iddnea.
Descripcion de la invencion

El procedimiento para la producciéon de hon-
gos entomopatdgenos a partir de la utilizacién del
mesocarpo de la almendra que la invencién pro-
pone, constituye en si mismo una evidente nove-
dad dentro de su especifico campo de aplicacion,
yva que el uso del mesocarpo de almendra como
substrato para la produccién de hongos entomo-
patégenos se configura como una solucién muy
adecuada, especialmente en los paises o zonas de
clima mediterraneo, ya que en efecto, el almen-
dro es un cultivo de secano, que no precisa de
préacticas agricolas sofisticadas, produciendo can-
tidades importantes de mesocarpo que al pelar las
almendras se descartan y dejan secar al aire.

De forma mas concreta, el procedimiento para
la produccién de hongos entomopatdégenos a par-
tir de la utilizacién del mesocarpo de la almendra,
estd constituido a partir del material descartado
en las operaciones de pelado de las almendras pro-
piamente dicho, es decir, del propio mesocarpo,
el cual con pocas modificaciones se emplea como
substrato de crecimiento para hongos entomopa-
tégenos.

En resumen, se trata en primer lugar de este-
rilizar de forma econémica, tal y como puede ser
por tratamiento breve con calor himedo o hipo-
clorito, el mesocarpo seco de la almendra, previa
saturacién en agua.

Posteriormente, se utiliza el inéculo (esporas),
producido en medios de cultivo en laboratorio
para inocular el mesocarpo, y el substrato inocu-
lado se incuba en condiciones de asepsia y se uti-
liza directamente o se puede aprovechar en apli-
caciones varias, tal y como se describird a conti-
nuacion.

En sintesis, se trata de un subproducto de
la agricultura de un cultivo tipicamente medi-
terraneo, el cual ha sido elegido como substrato
por considerarse que como tal, cumple los requisi-
tos basicos para la produccién en masa de hongos
entomopatdgenos, ya que es un residuo de cultivo
que generalmente se descarta, pero sin embarco,
a diferencia de otros substratos, contiene nutrien-
tes y aporta gran superficie para la esporulacién
de los hongos inoculados.

Por lo tanto, se han explotado sus posibilida-
des para que por si solo o conjuntamente con otros
métodos, tal y como puede ser la fermentacién
liquida con agitacién pueda utilizarse de forma
practica en la produccién de inéculo de hongos
entomopatégenos.

Ademés de lo anteriormente citado, la bio-
masa de hongos entomopatdégeno sobre el meso-
carpo, podria utilizarse como inéculo para ser
aplicado directamente o con pocas modificaciones
contra plagas de insectos del suelo.

Alternativamente, se podria formular dicho
inoculo en un preparado para pulverizar zonas
aéreas de plantas afectadas por plagas.

En sintesis, la invencién contempla en primer
lugar el estudio de la flora microbiana que apa-
rece en el mesocarpo de la almendra, utilizan-
dose como cepas para comprobar la eficacia del
mesocarpo de la almendra como substrato de
crecimiento de los HONGOS ENTOMOPATO-
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GENOS, utilizdndose la coleccién de hongos del
Grupo de Fitopatologia del Departamento de
Ciencias Ambientales y Recursos Naturales de la
Universidad de Alicante.

Debe indicarse que todas las cepas utilizadas
pertenecen a la especie Verticillium lecanii, un
deuteromiceto del grupo de los hifomicertos, man-
teniéndose los hongos a una temperatura de 4°C
en CMA.

Con objeto de que la flora microbiana del me-
socarpo de la almendra no inhibiera la multipli-
cacion del in6culo de los hongos entomopatoge-
nos sobre el mesocarpo de la almendra, se realiza
su esterilizacién, la cual se lleva a cabo por me-
dios fisicos, es decir por calor himedo, o bien por
medios quimicos, es decir por desinfectante, uti-
lizando una fuente de luz ultravioleta.

Como método fisico de esterilizacién del me-
socarpo de la almendra, se uso el autoclave de
vapor, que utiliza el calor hiimedo como agente
esterilizante.

El agente quimico esterilizante puede ser una
disolucién de hipoclorito sédico al 1% en agua.

El método seguido para la esterilizacion del
mesocarpo de la almendra mediante luz ultravio-
leta, puede ser opcionalmente mediante la pre-
paracién de cinco placas Petri con el mesocarpo
completo de tres almendras cada una, y cinco pla-
cas Petri conteniendo 1 gramo de mesocarpo de
almendra molida y tamizado (teniendo el tamiz
una luz de 1 milimetro).

Posteriormente, se comprobé el efecto del me-
socarpo de la almendra sobre el crecimiento de
Verticillium lecanii, y por tltimo se realizo la ino-
culacién y multiplicacién de Verticillium lecanii
sobre el mesocarpo de la almendra, recogiéndose
los conidios de una cepa.

Resumiendo la invencién, ésta consiste en la
obtencién de un agente microbiolégico, es decir
hongos entomopatdgenos para el control de plagas
de insectos a partir de un método o procedimiento
de cultivo en medios de crecimiento de bajo costo,
facil preparacién, y eficacia en la produccién del
indculo, y a su vez, los hongos una vez producidos
actuar como insecticidas biolégicos en el campo.
Realizacién preferente de la invencién

El procedimiento para la producciéon de hon-
gos entomopatégenos a partir de la utilizaciéon
del mesocarpo de la almendra que se preconiza,
estd constituido a partir de la utilizacién de Ver-
ticillium lecanii porque se trata de un organismo
que infecta a grupos de insectos tan importantes
como los pulgones (homdpteros), moscas blancas
(tisanépteros) o las cochinillas (homdpteros).

Se inocula el hongo (fragmento de 5x5 mm.)
sobre agar extracto de maiz (CMA, OXOID), dis-
puesto en una placa Petri estéril de 9 centimetros
de didmetro.

Para inocular el mesocarpo se utilizan colonias
del hongo de aproximadamente siete dias de cre-
cimiento, y el mesocarpo seco al aire de la almen-
dra, se corta en fragmentos de 5x5 milimetros, y
se sumerge a temperatura ambiente durante una
hora en agua destilada, tiempo considerado como
suficiente para alcanzar la saturacién.

Transcurrido este tiempo, se esterilizan por
calor himedo mediante autoclave de vapor du-
rante 15 minutos a 120°C.
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Una vez estériles, se disponen los fragmentos
en placas de Petri estériles de modo que cubran la
superficie de las mismas y se recogen los conidios
de una placa Petri con CMA de siete dias y se
cuentan mediante una cimara de Neubauer, para
ajustar mediante diluciones el numero de conidios
a 100.

En cada placa Petri, se inoculan 100 conidios
diluidos en 5 mililitros de agua destilada estéril.

Al cabo de seis dia se produce la germinacién
de los conidios y aparecen las primeras colonias
sobre el mesocarpo de la almendra.

Trece dias después de la inoculacién, debido
a la esporulacién del hongo, las colonias son muy
abundantes y no se puede estimar con facilidad la
multiplicacién del hongo.

Para estimar la multiplicacién de hongo ento-
mopatdégeno sobre el mesocarpo de la almendra,
se determina la produccion global de conidios a
partir del inéculo sembrado.

Para ello, se sumergen los fragmentos me-
socarpicos en 50 mililitros de agua destilada
estéril y se agitan a 200 r.p.m durante 25 minutos.

Tras la agitacién, la suspensién de conidios se
filtra a través de muselina estéril y posteriormente
por lana de vidrio (para obtener una suspensién
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“limpia” de conidios), llevdndose a cabo la deter-
minacién final del nimero de conidios mediante
una camara de Neubauer y después de dos sema-
nas de incubacion, el niimero de conidios asciende
a 591,6 multiplicado por 108, a partir de los 100
conidios que se sembraron como indculo (dos ve-
ces més que sobre CMA).

La viabilidad de estos conidios puede determi-
narse bien por siembra de los mismos en CMA,
o por tincién con diacetato de fluoresceina (co-
lorante que tifle las estructuras vivas) y obser-
vacion en un microscopio 6ptico dotado de equipo
de epifluorescencia con los filtros adecuados, ob-
teniéndose en ambos casos un 64 % de conidios
vivos teniidos o germinados sobre el medio.

No se considera necesario hacer mas extensa
esta descripcién para que cualquier experto en la
materia comprenda el alcance de la invencion y
las ventajas que de la misma se derivan.

Los materiales, forma, tamano y disposicién
de los elementos seran susceptibles de variacion,
siempre y cuando ello no suponga una alteraciéon
a la esencialidad del invento.

Los términos en que se ha descrito esta me-
moria deberdn ser tomados siempre con caracter
amplio y no limitativo.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién de hon-
gos entomopatdgenos a partir de la utilizacion del
mesocarpo de la almendra, estando destinados los
hongos entomopatégenos para ser utilizados una
vez producidos como insecticidas bioldgicos en el
campo, caracterizado por estar constituido a
partir de la inoculacién de hongos entomopaté-
genos de la cepa de Verticillium lecanii en un
fragmento de 5x5 mm. sobre agar extracto de
maiz dispuesto sobre una placa Petri estéril de
9 centimetros de didmetro, realizandose la ino-
culacién del hongo sobre el mesocarpo de la al-
mendra con colonias del hongo entomopatdgeno
que tendran aproximadamente siete dias de cre-
cimiento, previo secado al aire y cortado en frag-
mentos de 5x5 milimetros del mesocarpo de la
almendra, el cual posteriormente serd sumergido
en agua con temperatura ambiente durante una
hora, debiendo el agua destilada y manteniéndose
el mesocarpo de la almendra en el agua destilada
hasta que alcance la saturacion, realizandose pos-
teriormente la esterilizacion del mesocarpo de la
almendra saturado en agua destilada, utilizando
calor hiimedo, y con un autoclave de vapor du-
rante un tiempo aproximado de 15 minutos, con
una temperatura de 120°C.

2. Procedimiento para la produccién de hon-
gos entomopatégenos a partir de la utilizacion
del mesocarpo de la almendra, segun la primera
reivindicacion, caracterizado porque una vez
que los fragmentos del mesocarpo de la almendra
estan esterilizados, estos fragmentos se sitian en
placas de Petri estériles, cubriendo la superficie de
las placas Petri y retirandose los conidios de una
placa Petri utilizada con CMA de siete dias de
crecimiento, contandose los conidios existentes so-
bre la placa Petri determinada mediante la utili-
zacion de una camara de Neubauer, y ajustandose
el nimero de conidios a 100.

3. Procedimiento para la produccién de hon-
gos entomopatdgenos a partir de la utilizacién del
mesocarpo de la almendra, segin las anteriores
reivindicaciones, caracterizado porque en cada
una de las placa de Petri, se inoculan 100 conidios
diluidos en 5 mililitros de agua destilada estéril.

4. Procedimiento para la producciéon de hon-
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gos entomopatdgenos a partir de la utilizacién del
mesocarpo de la almendra, segun la tercera reivin-
dicacién, caracterizado porque al cabo de seis
dias se produce la germinacién de los conidios y
apareciendo las colonias de hongos entomopato-
genos sobre el mesocarpo de la almendra.

5. Procedimiento para la produccién de hon-
gos entomopatdgenos a partir de la utilizacion del
mesocarpo de la almendra, segin las anteriores
reivindicaciones, caracterizado porque para es-
timar la multiplicacién de los hongos entomopa-
tégenos sobre el mesocarpo de la almendra, se de-
termina la produccién global de conidios a partir
del in6culo sembrado, sumergiendo los fragmen-
tos mesocarpicos en 50 mililitros de agua desti-
lada estéril y agitdndose durante 25 minutos a
200 r.p.m.

6. Procedimiento para la produccién de hon-
gos entomopatdgenos a partir de la utilizacién del
mesocarpo de la almendra, segiin la quinta reivin-
dicacién, caracterizado porque una vez termi-
nada la agitacion de los fragmentos mesocarpicos
en 50 mililitros de agua destilada estéril, la sus-
pension de conidios se filtra a través de muselina
estéril y posteriormente se realiza un segundo fil-
trado, utilizando lana de vidrio, obteniéndose una
suspensién “limpia” de conidios.

7. Procedimiento para la produccién de hon-
gos entomopatdgenos a partir de la utilizacion del
mesocarpo de la almendra, segin las anteriores
reivindicaciones, caracterizado porque para la
determinacién final del ntiimero de conidios, se
utiliza una cdmara de Neubauer, obteniéndose
tras dos semanas de incubacién, un aumento en el
ntimero de conidios estimado en 591,6 por 10°, a
partir de los 100 conidios que se sembraron como
in6culo.

8. Procedimiento para la produccién de hon-
gos entomopatdgenos a partir de la utilizacién del
mesocarpo de la almendra, segin las anteriores
reivindicaciones, caracterizado porque la viabi-
lidad de estos conidios se determina por siembra
de los mismos en CMA, o por tincién con diace-
tato de fluoresceina y observaciéon en un micros-
copio éptico dotado de equipo de epifluorescencia
con los filtros adecuados, obteniéndose en ambos
casos un 64 % de conidios vivos tefiidos o germi-
nados sobre el medio.
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