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Resumen

La implementacion de conidios de hongos entomopatdgenos representa una alternativa con
ventajas en comparacion con los insecticidas quimicos. Su produccién puede llevarse a cabo
en sustratos economicos. Se examinaron las condiciones de cultivo, que incluyen sustratos,
temperatura, humedad y tasa de aireacion, para la produccién de conidios de Mr Xoch8.1 en
cultivo solido, la investigacién se realizd en Ecatepec de Morelos, Estado de México, en 2022.
Se llevé a cabo un analisis de la calidad de los conidios a nivel de laboratorio, considerando la
germinacion, viabilidad e infectividad. Se realiz6 un perfil de conidiacion durante 11 dias de cultivo
de la cepa Mr Xoch8.1 en fermentacion sdlida. La mayor produccion de conidios se observé a los
ocho dias. Se evalué la produccion en diferentes sustratos, destacando la produccion con arroz
blanco. La temperatura de incubacién a 28 °C resulté la mas adecuada. La ausencia de aireacion
forzada generé la mayor produccion. La humedad inicial del 60% condujo a una produccién alta
de conidios. La germinacion y viabilidad de los conidios fueron del 93% y 57%, respectivamente. En
términos de infectividad, se logré una mortalidad del 60% en gusano de la harina. La produccion de
conidios de Mr Xoch8.1 en fermentacion sdlida es una alternativa sustentable, mediante el uso de
sustratos econémicos y condiciones controladas, como una temperatura de 28 °C, humedad del 60% y
ausencia de aireacion forzada. Estas condiciones permiten una alta produccion de conidios con buena
germinacion, viabilidad e infectividad, demostrando su potencial como agente de control biolégico.
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Introduccion

El incremento sostenido en la demanda alimentaria, impulsado por el crecimiento poblacional, ha
motivado la exploracion de nuevas estrategias para optimizar la produccién agricola. Una medida
clave en este contexto es la reduccién de las pérdidas en los cultivos, las cuales son atribuibles
a la accién de organismos fitopatégenos, tales como insectos, nematodos y hongos perjudiciales
para las plantas. Entre las estrategias mas ampliamente adoptadas, el uso de agroquimicos ha
demostrado ser fundamental para mitigar el impacto econémico de estas plagas, al desempefiar
un rol decisivo en la preservacion y aumento del rendimiento agricola.

A pesar de los beneficios de ciertos agroquimicos, su toxicidad, su persistencia ambiental y su
incorrecta aplicacion ha generado la necesidad de reconsiderar las estrategias de control de plagas
(Guédez et al., 2008). Ademas, los plaguicidas también son potencialmente téxicos para los seres
humanos, pueden provocar cancer, dafios en el cerebro, provocar cambios en el feto. El uso
excesivo de plaguicidas en las zonas agricolas del pais se relaciona con efectos negativos en
ecosistemas terrestres y costeros (Garcia-Hernandez et al., 2018).

Para reducir los efectos anteriores, se formulan agentes de control biolégico, que consisten
en organismos Vivos cuyo propdsito es disminuir la poblacion de insectos plaga y patdgenos
gue impactan negativamente en los cultivos. El uso de hongos entomopatégenos, bacterias,
virus y nematodos como agentes de control biolégico ofrece una alternativa prometedora. Estos
organismos pueden regular las poblaciones de insectos plaga y patdgenos de manera eficaz sin
los riesgos asociados con los agroquimicos convencionales.

Ademas, su capacidad para controlar las plagas de manera especifica reduce el impacto negativo
en otros organismos no objetivo y en el medio ambiente en general (Sharma et al., 2023). Las
empresas y los organismos de investigacion estan particularmente interesados en los hongos
debido a su capacidad para desempefiar un papel en el control de plagas y enfermedades en los
cultivos, sin causar dafios al medio ambiente ni a la salud (Nava-Pérez et al., 2012). La optimizacion
de las condiciones de cultivo para la produccion masiva de células infectivas de organismos
utilizados en el control bioldégico es esencial para su viabilidad comercial. Comprender los
factores que afectan el crecimiento y la reproduccion de estos organismos, como hongos
entomopatdgenos, es fundamental para maximizar la eficacia de los productos bioinsecticidas
(Jackson et al., 2010). Identificar y ajustar las condiciones Optimas de cultivo es crucial.
Esto incluye factores como temperatura, humedad, pH del medio de cultivo y la composicién
de nutrientes. La variabilidad en estas condiciones puede afectar significativamente la tasa de
crecimiento y reproduccion (Xing et al., 2023).

La disponibilidad de nutrientes, como carbohidratos y proteinas, es esencial para el crecimiento
microbiano. Comprender como el organismo utiliza y aprovecha estas fuentes de
nutrientes puede ayudar a disefiar medios de cultivo méas eficientes (Jaronski, 2023). Evaluar
la velocidad de crecimiento del organismo a diferentes temperaturas y en diversos
sustratos proporciona informacién valiosa sobre su versatiidad y adaptabilidad. Esto
permite seleccionar cepas que funcionen bien en una variedad de condiciones. Comprender
el metabolismo del organismo es crucial.

La velocidad a la cual un organismo se reproduce y se multiplica es un factor clave (Parveen
y Jeyarani, 2023). Los hongos con tasas de crecimiento mas rapidas pueden tener ventajas
competitivas en la produccién a gran escala y en la aplicacién en el campo (Quesada-Moraga
et al., 2023). El objetivo de esta investigacion fue evaluar las condiciones de cultivo (sustratos,
temperatura, humedad y tasa de aireacion) en la produccién de conidios de Metarhizium robertsii
en cultivo sélido, asi como analizar la calidad de las células infectivas (germinacion, viabilidad e
infectividad) a nivel laboratorio.
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Materiales y métodos

Microrganismo, propagacion y conservacion

El estudio se realizé con la cepa Mr Xoch8.1 (Metarhizium robertsii) obtenida de la coleccién
de hongos del laboratorio de Enzimologia y Biologia Molecular de Hongos Filamentosos de la
Universidad Autonoma Metropolitana (Iztapalapa, México). La cepa fue propagada por estria en
medio agar Avena (Tlecuitl-Beristain et al., 2010), cuya composicién fue la siguiente (g L™): 33.33
avena (uno), 10 peptona de carne (Bioxon, México) y 15 agar bacteriolégico (Bioxon, México), se
utilizaron cajas Petri de 100 x 15 mm con 20 ml de medio de cultivo en cada caja, las condiciones
de esterilizacion fueron 121 °C, 15 psi durante 20 min.

La cepa fue incubada a 28 °C durante 10 dias, posteriormente, se realiz6 la conservacién de la cepa
cuya técnica consistié en cortar fragmentos de agar esporulado de aproximadamente 1 x 1 cm?
los cuales se colocaron en tubos de 15 ml que contenian 5 ml de agua desionizada previamente
esterilizada, finalmente los tubos se conservaron a 4 °C (LOpez-Lastra et al., 2022).

Perfil de conidiacion

Como unidades experimentales se utilizaron reactores de columna de vidrio de 2 cm de didmetro
interno y 20 cm de altura, se utilizaron 10 g de sustrato seco inicial en cada reactor. El sustrato
utilizado fue arroz precocido, con un contenido de humedad de 1.96% antes de la esterilizacion
(Méndez-Gonzalez et al.,, 2018), se esteriliz6 a 121 °C, 15 psi durante 20 min,
posteriormente, el sustrato se inoculé con una suspensién de conidios a una concentracion
de 1 x 10" conidios ml™, se ajusté la humedad inicial al 40% mediante la adicién de agua
destilada estéril y todas las unidades experimentales se incubaron en un bafio de agua a 28 °C
durante 11 dias (Angel-Cuapio et al., 2015).

Se realizé el conteo de conidios cada 24 h a partir de una columna, la cual se consider6 como
una unidad experimental independiente. Los analisis se llevaron a cabo por triplicado en diferentes
fechas, se realizé la extraccién de los conidios utilizando toda la materia sélida contenida (10 g)
en cada columna, los conidios se cosecharon adicionando 60 mL de una solucién de Tween 80
(0.05%) (Amresco, Ohio, USA), se agité durante 10 min con un agitador magnético a 350 rpm.

Después de agitar la muestra, se filtr6 con una gasa estéril de 10 x 10 cm para separar las
particulas de arroz (Angel-Cuapio y Loera, 2016), a partir del dia 3 hasta el dia 11 se contaron los
conidios en cAmara de Neubauer (Marienfield, Germany) en un microscopio (Velab VE-M5LCD) y
un objetivo 40X. La produccién de conidios se reportdé como conidios por gramo de sustrato seco
inicial (conidios gssi™).

Efecto del sustrato, temperatura, humedad y la tasa de aireacion sobre la
produccidn de conidios

Para evaluar el efecto del sustrato, humedad, temperatura y la tasa de aireacion sobre la
producciéon de conidios, se prepararon reactores de columna con arroz, las condiciones de
esterilizacion, inoculacion, incubacién, extraccion y conteo de conidios se realizaron como se
describio previamente, todos los cultivos fueron realizados durante 8 dias de cultivo (dia de mayor
produccion de conidios).

Para evaluar el efecto del sustrato se utilizaron los siguientes: arroz precocido (verde valle), frijol
peruano (verde valle), arroz blanco (verde valle), lenteja (la merced), maiz palomero (la Merced),
mijo (Los arbolitos, Sinaloa, México) y salvado de trigo (Los arbolitos, Sinaloa, México). Para
determinar el efecto de la humedad inicial del sustrato en la produccién de conidios se evaluaron
contenidos de humedad de 20 a 70%.

Para evaluar los efectos de la temperatura durante el cultivo se evaluaron temperaturas de
incubacion de 24 a 32 °C. Finalmente, se evalud efecto de la tasa de aireacién en la produccién
de conidios; para ello, se evaluaron flujos de aire humedo de 0 a 50 mL aire min-1 (Méndez-
Gonzalez et al., 2022).
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Germinacion y viabilidad

Para calcular el porcentaje de germinacion se utilizaron conidios obtenidos a ocho dias de
cultivo. Se prepararon cajas Petri con medio agar dextrosa Sabouraud, ADS (Bioxon, México), se
estandarizaron suspensiones de conidios a una concentracién de 1x10° conidios ml™, en las
cajas Petri se inocularon 50 pl de esta suspensién y con una varilla de vidrio se distribuyo, las
cajas se incubaron a 28°C durante 12 h. Se realiz6 el conteo de conidios considerando los
germinados y los no germinados, la observacion se efectu6 en un microscopio (VELAB VE-
M5LCD) con objetivo 40X.

Se considerd un conidio germinado aquel que presento la longitud del tubo germinativo de dos
veces el didmetro del conidio (Ibrahim et al., 2002). Se realiz6 la prueba por triplicado. Para
determinar la viabilidad de los conidios se cosecharon a ocho dias de cultivo, se estandarizaron
suspensiones de conidios (1x10" conidios ml™) y se adicionaron 30 pl (300 conidios) en cajas
Petri con medio ADS, se incubaron a 28 °C y se contaron las unidades formadoras de colonias
(UFC) a las 48 h de cultivo (Alcantara-Vargas et al., 2020). Se realiz6 la prueba por triplicado.

Pruebas de infectividad

Para las pruebas de infectividad se emplearon larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) como insecto modelo, los conidios producidos en cada reactor de columna se
evaluaron de la siguiente manera: se colocaron 10 larvas de T. molitor en cada caja, ocho
cajas Petri fueron utilizadas por tratamiento (cinco cajas para larvas infectadas y tres cajas como
testigo negativo), la infeccidn se realizd por inmersiéon de las larvas durante 10 s en suspensiones
estandarizadas a una concentracién de 1x10’ conidios ml™, las cuales se prepararon en tubos
con capacidad de 50 ml.

Para los controles negativos, las larvas se sumergieron durante 10 s en una solucion estéril de
Tween 80 (0.05%). Para estimar los parametros de infectividad, se utilizé la ecuacion exponencial
de decaimiento (Rodriguez-Gémez et al., 2009):

Y=(100-S;)ek(t-t)+S; parat>t0

Donde: Y es el porcentaje de sobrevivencia (%) al tiempo t, k es la tasa especifica de muerte
(d™M), t, es el tiempo en que aparecio la primera larva muerta (d) y S; es la sobrevivencia estimada
asintotica (%).

Analisis estadistico

Se utilizé un andlisis de varianza de una via (Anova) con la prueba de Tukey (95% nivel de
confianza), se compararon los valores promedio de los datos experimentales mediante el software
IBM SPSS Statistics 21 (SPSS, Chicago, IL).

Resultados y discusion

Perfil de conidiacion

La produccion de conidios en funcion del tiempo es mayor a los ocho dias del cultivo con un
valor de 1.3 x 10° conidios gssi* y permanece constante (8.91 x 10° conidios gssi™) de los dias
9 a 11 de incubacién (Figura 1). Por lo tanto, los siguientes experimentos se realizaron a este
tiempo de incubacion.

elocation-id: e3596 4

—_


https://doi.org/10.29312/remexca.v16i3.3596

- TR

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v16i3.3596

Figura 1. Perfil de conidiacion de Metarhizium robertsii en cultivo sélido. Letras diferentes difieren
significativamente segun la prueba de Tukey al nivel de confianza del 95%.
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Efecto del sustrato, temperatura, humedad y la tasa de aireacion sobre la
produccion de conidios

Se evaluaron nueve sustratos soélidos para la producciéon de conidios de Metarhizium
robertsii (Figura 2), al utilizar arroz blanco se alcanzd el valor mas alto de produccién
(1.05 x 10° conidios gssi™), el valor obtenido fue estadisticamente significativo (p# 0.05) en
comparacion a los resultados encontrados en otros sustratos evaluados (mijo, sorgo, maiz
palomero, trigo y lenteja). Por lo tanto, los siguientes experimentos se realizaron a ocho dias de
incubacion utilizando arroz blanco.
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Figura 2. Produccion de conidios de Metarhizium robertsii en diferentes sustratos sélidos. Letras
diferentes difieren significativamente segun la prueba de Tukey al nivel de confianza del 95%.
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Posteriormente, la temperatura de incubacion fue analizada y se encontré que a 28 °C se
alcanzé la mayor produccién de conidios, mostrandose una diferencia significativa (p< 0.05)
entre las temperaturas analizadas con una produccién de 1.04 x 10° conidios gssi*, de manera
contrastante no se observé produccién de conidios a 32 °C (Figura 3). Por lo tanto, los
siguientes experimentos se realizaron a 8 dias de incubacién utilizando arroz blanco con una
temperatura de incubacion de 28 °C.
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Figura 3. Produccion de conidios de Metarhizium robertsii a diferentes temperaturas de cultivo. Letras
diferentes difieren significativamente segun la prueba de Tukey al nivel de confianza del 95%.
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Debido a que M. robertsii es un microorganismo aerobio, se evalud la incorporacion de aire hUmedo
a diferentes tasas de aireacion sobre la produccién de conidios (Figura 4). Al aumentar la tasa de
aireacion disminuye la produccion de conidios. La mayor produccién se obtuvo con 0 ml min™ (6 x
10° conidios gssi™) siendo estadisticamente diferente entre los demas flujos de aire evaluados (p#
0.05). Por lo tanto, los siguientes experimentos se realizaron a ocho dias de incubacion utilizando
arroz blanco con una temperatura de incubacion de 28 °C y sin flujo de aire.
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Figura 4. Produccion de conidios de Metarhizium robertsii a diferentes tasas de aireacion. Letras
diferentes difieren significativamente segutn la prueba de Tukey al nivel de confianza del 95%.
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Se evaluaron diferentes porcentajes de humedad inicial en el cultivo (Figura 5), se encontré que
al incrementar la humedad la produccién de conidios aumenta; sin embargo, existe un valor de
humedad en el cual la produccién de conidios es mayor, en ese sentido, se observé una produccion
de 9.44 x 10° conidios gssi® con una humedad del 60% siendo estadisticamente diferente este
resultado (p# 0.05) entre los demas tratamientos.
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Figura 5. Produccion de conidios de Metarhizium robertsii a diferentes porcentajes de humedad inicial.
Letras diferentes difieren significativamente segtin la prueba de Tukey al nivel de confianza del 95%.
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Germinacion y viabilidad

Con el prop6sito de medir la calidad de los conidios obtenidos a ocho dias de
incubacion utilizando arroz blanco con una temperatura de incubacion de 28 °C, sin aireacion
forzada y una humedad inicial del 60%, se determind la germinacion, viabilidad (Figura 6) e
infectividad. Sobre la germinacion se encontré un valor del 93%, por otra parte, en la viabilidad
se alcanzo un valor del 57%.
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Figura 6. Viabilidad y germinacidon de los conidios producidos por el hongo Metarhizium robertsii
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Pruebas de infectividad

Con respecto a los parametros de infectividad, se encontrd un tiempo de retardo (t,) de 3.5 d, con
una tasa de mortalidad (k) de 0.17 d*, un tiempo letal 50 (TLs,) de 15 d y una sobrevivencia final
(S) del 40%.

Se han reportado diferentes valores de produccién de conidios para el hongo entomopatégeno
Metarhizium, tales valores apuntan a que los rendimientos alcanzados dependen de las
condiciones del cultivo (pH, humedad, temperatura, aireacion, sustrato, tipo de reactor, etc.)
(Castillo-Castillo et al., 2022).

En ese sentido, uno de los sustratos mas econémicos y utilizados en fermentacion sélida con un
alto porcentaje de almiddn (80%) es el arroz (Latifian et al., 2013). Angel Cuapio y Loera (2016)
reportan una produccién de conidios de Metarhizium anisopliae CP-OAX de 5 x 10° conidios gssi*a
los seis dias de cultivo usando como sustrato una mezcla de arroz precocido con viruta de madera.

Por otro lado, Garcia-Cruz et al. (2019) reportaron una produccién de conidios de 8.9 x 10° conidios
g™ arroz con la cepa Ma-005 de M. anisopliae a 14 dias de incubacién. Por su parte, Méndez-
Gonzélez et al. (2018) analizaron la produccién de conidios de M. anisopliae en biorreactores de
bolsa, obtuvieron una produccién de 7 x 10° conidios g™ arroz a los 11 dias de cultivo. Mientras
tanto, da Cunha et al. (2019) estudiaron la produccién de conidios de M. anisopliae en biorreactores
de charolas, se observé una produccion de 2.8 x 10° conidios g™ arroz durante 10 d de cultivo.

Por otro lado, Prakash et al. (2008) realizaron una investigacién para optimizar la produccion de
conidios de M. anisopliae en bolsas de polipropileno, se encontré un rendimiento de 6.2 x 10™
conidios g* arroz a los 15 dias de incubacién. La temperatura es el factor clave que limita el uso
efectivo de Metarhizium, Vishwanath et al. (2021) reportaron que Metarhizium anisopliae presenta
una mejor conidiacién a una temperatura de 30 °C a los siete dias de incubacion, lo cual resulta
concordante con lo encontrado en la presente investigacion; asimismo, se ha comprobado que el
género Metarhizium es considerado un microorganismo mesofilo que puede crecer en un rango
de temperatura entre 15y 35 °C; sin embargo, el crecimiento 6ptimo se encuentra entre 25y 30
°C (Zimmermann, 2007).
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En cuanto al suministro de aire se encontré que con tasas de aireacién altas la conidiacion de M.
robertsii se vio afectada negativamente, lo cual es concordante con lo reportado por Arzumanov et
al. (2005), con la cepa de Metarhizium anisopliae IMI330189 encontraron la mayor produccion de
conidios sin flujo de aire, mencionan que el aire forzado no es crucial para la conidiacion.

Por otro lado, los hongos entomopatdégenos son microorganismos aerobios que requieren un
suministro de aire para el crecimiento y conidiacion (Mufiz-Paredes y Loera, 2006), de acuerdo
con Méndez-Gonzélez et al. (2022) mencionan que el suministro de aireacion por conveccion
forzada (0.33 L kg™ min™) en biorreactores de columna presentaron altos niveles de produccién y
productividad de conidios de M. robertsii sin afectar la calidad de las células obtenidas, también
sugieren que la aireacién entre 0.1y 0.66 L kg™ min™ es suficiente para eliminar eficazmente el
CO, producido por el microorganismo ya que la acumulacién de CO, en la atmésfera gaseosa de
los biorreactores afecta la conidiacion.

La germinacion y viabilidad de conidios (esporas asexuales) de hongos entomopatégenos son
aspectos cruciales para el éxito de estos organismos como agentes de control biolégico de
insectos, siendo una alternativa respetuosa con el medio ambiente a los pesticidas quimicos
(Shahid et al., 2012). La germinacién de conidios esta influenciada por factores ambientales como
la temperatura, la humedad y la luz, aunque cada especie de hongo entomopatégeno puede
tener requisitos especificos para germinar de manera eficiente; sin embargo, es esencial para
comprender y optimizar las aplicaciones en el campo (Benitez et al., 2004).

En el presente trabajo se encontré una germinacion del 93% y una viabilidad del 40%, estos
valores son concordantes con lo reportado por otros autores, tal como lo menciona Ruiz-Sanchez
et al. (2011) encontraron con la cepa M. anisopliae una germinacion del 100% a las seis horas de
incubacion con una suspension de 1 x 10" conidios ml™, considerando como conidio germinado
aquel que tuviera longitud del tubo germinativo igual que el tamafio del conidio; por otro lado,
Alcantara-Vargas et al. (2020) encontraron una viabilidad del 50% para los conidios producidos en
arroz de la cepa M. anisopliae.

Los parametros de germinacion y viabilidad de hongos entomopatdégenos cumplen con los
estandares establecidos para la formulacién de micoinsecticidas (Jenkins y Grzywacz, 2000), estos
estandares son parametros especificos que indican la idoneidad de las cepas para la produccion
de bioplaguicidas. Los conidios de hongos entomopatégenos suelen ser la forma infectiva para
los insectos, de ahi la importancia de producirlos en grandes cantidades y de evaluar la calidad
de los mimos; sin embargo, existen diferentes factores que influyen en la efectividad como los
mecanismos de infeccién que consideran la penetracién cuticular, la produccién de enzimas y
toxinas (Jiubari et al., 2023)

También es importante la especificidad del hospedador que implica cémo los conidios se adhieren,
germinan y penetran en el insecto, asi como los mecanismos que el insecto puede desencadenar
en respuesta a la infeccién (Wang et al., 2023). Otro rasgo de mencionar tiene que ver con los
factores ambientales ya que la infectividad puede depender de factores ambientales, como la
temperatura, la humedad y la disponibilidad de nutrientes (Xing et al., 2023).

Conclusiones

Se identificaron las mejores condiciones de cultivo para la produccion de conidios de Metarhizium
robertsii en fermentacion solida. La naturaleza del sustrato es muy importante para la produccién de
conidios. El arroz blanco condujo a la mayor produccion. De las variables evaluadas, la temperatura
de incubacion y la aireacion fueron las que tuvieron mayor impacto en la produccién de conidios.

Bajo las condiciones de produccién, los conidios de Mr Xoch8.1 presentaron una alta calidad, con
tasas de germinacion, viabilidad e infectividad suficiente para causar un 60% de mortalidad en
larvas de gusano de la harina, lo que demostré su eficacia biolégica como agente de control. La
sugerencia de evaluar la posibilidad de aplicaciéon simultanea con otros hongos es interesante ya
gue las sinergias entre diferentes cepas flngicas podrian mejorar la eficacia del control bioldgico
y expandir el rango de especies objetivo. Ademas, si esto se puede lograr sin costos adicionales
significativos, podria ser una estrategia viable.
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El bajo costo de produccion es un factor clave que puede hacer que la aplicaciéon de Metarhizium
robertsii sea econdmicamente viable. Esto es esencial para considerar su aplicacion a gran
escala en la agricultura. La propuesta de continuar la investigacién en este campo es crucial.
Ampliar el conocimiento sobre la produccién masiva de Metarhizium robertsii podria llevar a
mejoras en la eficacia, estabilidad y aplicabilidad del hongo en diferentes contextos agricolas.
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