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ABSTRACT

The production of entomopathogenic fungi is a study area of great importance because
represent an alternative to the use of chemical insecticides. During the mechanism of
infection, the entomopathogenic fungi release lipases, proteases and chitinases responsible
for the penetration of the cuticle of insects. It has been shown that in liquid fermentation
these enzymes are inducible, but the products obtained by this bioprocess do not have high
effectiveness for its use at the agricultural level; on the other hand, those obtained by solid
fermentation present an advantage with respect to their viability, due to the formation of
aerial conidia. The aim of this work was to analyze the enzymes production by Beauveria
bassiana in solid fermentation using mixtures of rice and T. molitor cuticles (100: 0, 95: 5,
90:10, 85: 15%). In the semi-qualitative tests carried out, it was observed that the use of
inducers in solid fermentation has no effect with respect to the total repression of the
enzymes produced. The best treatment to produce conidia with greater virulence in the
bioassays was obtained with a substrate: inductor ratio of 90:10.
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RESUMEN

La produccion de hongos entomopatogenos es un area de estudio de gran importancia
representando una alternativa ante el uso de insecticidas de origen quimico. Durante el
mecanismo de infeccidn los hongos entomopatogenos liberan lipasas, proteasas y quitinasas
responsables de la penetracion de la cuticula de los insectos. Se ha demostrado que en
fermentacion liquida estas enzimas son inducibles, pero los productos obtenidos por este
bioproceso no tienen alta efectividad para su uso a nivel agricola; en cambio, los obtenidos
por fermentacion solida presentan una ventaja con respecto a su viabilidad, debido a la
formacion de conidios aéreos. El objetivo de este trabajo fue analizar cualitativamente la
produccion de enzimas de Beauveria bassiana en fermentacion solida utilizando mezclas
de arroz y cuticulas de T. molitor (100:0, 95:5, 90:10, 85:15 %). En las pruebas
semicualitativas realizadas se observo que el uso de inductores en fermentacion solida no
tuvo efecto con respecto a la represion total de las enzimas producidas. En cuanto a la
virulencia de los conidios, el mejor tratamiento se obtuvo con una relacion sustrato:
inductor 90:10para producir conidios con mayor virulencia en los bioensayos.

Palabras clave: Beauveria bassiana, conidios, inductor, fermentacion solida, virulencia.

1. INTRODUCCION

A partir de la revolucion verde comenzé el desarrollo y uso de nuevas practicas (empleo
excesivo de insecticidas, herbicidas y fertilizantes) para favorecer los rendimientos de
produccion a través de la prevencion y cuidado de los cultivos; originando el incremento
del uso de agentes quimicos; fertilizantes, herbicidas, plaguicidas, fungicidas entre otros, a
su vez se comenzaron a utilizar grandes extensiones de tierra para el monocultivo (Brechelt,
2004). Pero el uso excesivo de compuestos quimicos ha ocasionado contaminacion de la
tierra y los mantos freaticos provocando dafios colaterales a organismos no blanco (Soto,
2013) incluyendo a los humanos.

Debido a esta problematica se han establecido programas para el manejo integrado de
plagas (MIP) que son métodos econdmicos, ecoldgicos y toxicoldgicamente aceptados
(Zavaleta-Mejia, 1999) que buscan disminuir el uso de compuestos de origen gquimico
durante la prevencion de plagas y el cuidado de los cultivos. El control bioldgico, un
método esencial en el MIP, utiliza organismos entomopatdégenos como bacterias,
nematodos y hongos para el control de plagas (Padilla et al., 2005). Especificamente, los
hongos entomopatdgenos tienen ventajas con respecto a otros organismos que afectan a los
insectos, porque invaden al huésped por contacto (Ortiz-Meza et al., 2005) y esta capacidad
reduce la posibilidad de que los organismos huésped adquieran resistencia (Montesinos-
Matias 2008); entre los méas destacados se encuentra Beauveria bassiana que tiene la
capacidad de infectar a diversas especies de insectos de distintos ordenes (coledpteros,
dipteros, heterépteros, homépteros, lepidopteros, tisandpteros) ademas de ser la especie
fangica mas ampliamente distribuida en la naturaleza (Zimmermann, 2007). El mecanismo
de infeccion de los hongos entomopatdgenos inicia con su penetracién hacia la cuticula de
los insectos mediante la liberacion de enzimas hidroliticas como lipasas, proteasas y
quitinasas (Montesinos-Matias, 2012).
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Los bioinsecticidas con aplicacion en el campo deben de tener la concentracion suficiente
de estos microorganismos, 10'° conidios/gramo de sustrato (Villaba, 2009; Gandarilla-
Pacheco, 2013); asi como conidios con alta tasa de efectividad y calidad. Por tal motivo,
para la produccion de conidios se ha evaluado el efecto del tipo de cultivo, la naturaleza de
los sustratos y el uso de inductores. Durante la produccién de conidios en fermentacion
liquida (FL) se ha demostrado que las enzimas hidroliticas pueden ser inducibles (Jiménez-
Alejandro, 2016;Motesinos-Matias,2012; Safavi et al., 2007; Campos et al.,
2005;Matsumoto et al., 2004) pero en dicho proceso los productos no tienen una alta
efectividad para su uso a nivel agricola; en cambio, los productos derivados de la
fermentacion solida (FS) presentan una ventaja con respecto a su viabilidad, debido a la
formacion de conidios aéreos (LOpez-Sosa, 2017; Mascarin et al, 2010; Lomer et al., 2001).
En cuanto a los sustratos que se han utilizado predomina el uso de cereales como arroz y
trigo por su amplia disponibilidad y composiciéon quimica (Villaba, 2009; Méndez, 2010;
Gandarilla-Pacheco, 2013). Finalmente, se han utilizado insectos modelo como inductores
y para evaluar la virulencia de los conidios producidos por FL o FS, tal es el caso de
Tenebrio molitor conocido también como gusano de la harina, que en su estado larvario
puede considerarse una plaga en los almacenes de granos (Goptar et al. 2008; Ramos-
Elorduy et al., 2002; Nufiez-Gaona, 2009).

Considerando lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo analizar cualitativamente la
produccion de enzimas de Beauveria bassiana en FS utilizando mezclas de arroz y cuticula
de T. molitor (100:0, 95:5, 90:10, 85:15 %).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Se utilizaron agar Sabouraud dextrosa (SD), extracto de levadura (EL) (DIBICO, México,
D.F.) y arroz quebrado (forrajeras locales).

2.2 Microorganismo

Se empleo la cepa de Beauveria bassiana 885.2 (donada por el Dr. Octavio Loera Corral,
Universidad Auténoma Metropolitana, Ciudad de México), la cual se cultivd, modificando
la metodologia reportada por Lopez-Lastra et al. (2002), en agar SD al 4 % enriquecido con
0.05 % de EL por 7 dias a 25 °C, posteriormente los conidios se extrajeron con agua
destilada estéril y se conservaron en refrigeracion (4 °C), con la finalidad de mantener la
homogeneidad genética de la cepa durante el estudio. Para conocer la concentracion de
conidios en las suspeciones se realizaron conteos en cdmara de Neubauer (NUfiez-Gaona,
2009)

2.3 Insecto modelo
Se utiliz6 T. molitor como inductor (Insectario de la Universidad del Papaloapan campus
Tuxtepec). Los tres estadios se encontraban debidamente separados en cajas de plastico de

aproximadamente 45 L (60 x 25 x 30 cm); alimentados con una mezcla de salvado de trigo
(250 g) y avena (30 g) esteril.

L6pez-Sosa et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2018,3(3):26-35

28



2.4 Fermentacion solida

Se llevd a cabo en cajas de pléstico (L 10 cm x A 10 cm x H 4 cm) en las que se agregaron
25 g de arroz y 32.5 mL de agua destilada (75 % de humedad). Estas cajas fueron
esterilizadas e inoculadas, bajo condiciones estériles, con 32.5 mL de una suspension de
gsporas con una concentracion de 3.5 x10° conidios/mL. Finalmente se incubaron a 25°C/7
dias durante este periodo se tomaron muestras cada 24 h para cuantificar los conidios
producidos. Lo anterior se realizd bajo condiciones estériles, mezclando 1 g de cada
sustrato fermentado con 20mL de agua destilada estéril, la mezcla se homogeneiz6 en un
vortex durante 2 min, se tomé una alicuota de 1 mL para realizar diluciones 1x10%, 1x10?,
1x103 para facilitar el conteo por camara de Neubauer mediante microscopio dptico a 40x
(NUfez-Gaona, 2009).

2.5 Pruebas cualitativas API® ZYM

Las determinaciones enzimaticas se realizaron con el sistema API® ZYM de acuerdo con
las instrucciones del proveedor (BioMerieux). Cada pozo se inocul6 con 100 pL de extracto
enzimatico proveniente de cada fermentado. Posteriormente, se incubd por 4 horas a 37°C.
Pasado este tiempo, se adicion6 una gota de los reactivos ZYM Ay ZYM B por pozo, la
reaccion positiva o negativa se report6 con base en su coloracion.

2.6 Bioensayos

Se realizaron empleando la metodologia propuesta por Montesinos-Matias (2008). Se
seleccionaron larvas de T. molitor sanas, activas, del mismo tamafio y estadio, las cuales
fueron sumergidas en una suspension de conidios ajustada a una concentracion de 1x108
conidios/mL. Un total de 12 larvas fueron sumergidas por tratamiento durante 15 segundos,
cada unidad experimental (12 larvas) se coloco en cajas de plastico transparente (L 12cm X
A 12cm x H 6¢cm) con sustrato estéril (avena), las cuales fueron incubadas a 25 °C con un
foto periodo 12/12 (luz/oscuridad), monitoreando cada 24 h para retirar las larvas muertas y
colocandolas en una camara himeda para facilitar la emergencia del micelio de B.
bassiana.

3. RESULTADOS

3.1 Efecto de Tenebrio molitor sobre el crecimiento de Beauveria bassiana en
fermentacion sélida

En la Figura 1 se muestra la cinética de crecimiento de B. bassiana en sustrato de arroz con
diferentes niveles de induccion. La fase de crecimiento exponencial se observo, para los 4
tratamientos, del dia 3 al 5 del bioproceso. La maxima produccién de conidios aéreos se
alcanzo a los 5 dias en todas las mezclas con inductor. Los titulos obtenidos fueron de 7.20
X 10%+4.2x108 conidios/g de sustrato sin inductor; 7.25 x 10%+4.25x108 conidios/g de
sustrato, 7.70 x 10°+4.50x10%conidios/g de sustrato y 7.43 x 10°+8.63x108 conidios/g de
sustrato con 5%, 10% y 15% de inductor respectivamente; siendo el mayor titulo de
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conidios aéreos por gramo de sustrato con la mezcla de arroz con 10 % de inductor. Sin
embargo, no hubo diferencia significativa (o < 0.05) en la produccion de conidios
utilizando arroz con diferentes niveles de inductor.
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Fig. 1. Cinética de crecimiento de B. bassiana en sustrato de arroz con diferentes niveles de
inductor: 100:0 % (), 95: 5% (o), 90: 10% (o), 85: 15% ( A) arroz:inductor.

3.2 Pruebas cualitativas API® ZYM

La Figura 2 muestra, de forma colorimétrica, la produccion de enzimas hidroliticas
implicadas en el mecanismo de infeccidn de los insectos: (a) fosfatasas, (b) esterasas, ()
lipasas, (d) tripsina, (e) B-quimotripsina, (f) galactosidasa, (g) N-acetil-glucosaminidasa
entre otras. Se observé que el nivel de induccion no tuvo efecto con respecto a la expresion
total de las enzimas, sin embargo, por intensidad de color es posible deducir que la cantidad
de enzimas producidas se vio favorecida con respecto al nivel de induccién; siendo las
mezclas con 10 y 15 % de inductor con las que se observd una mayor intensidad para las
enzimas lipoliticas (a, b y ¢) y proteoliticas (d y e). En cuanto a las enzimas quitinoliticas,
la galactosidasa (f) no varié de intensidad en todos los tratamientos, pero la N-acetil-
glucosaminidasa (g) tuvo un color mas intenso en los medios con 0 y 5 % de inductor (Fig.
2).
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Fig. 2. Prueba API® ZYM de extractos obtenidos del medio de crecimiento de B. bassiana
en sustrato de arroz con diferentes niveles de inductor: 100:0% (1), 95: 5% (2), 90: 10%
(3), 85: 15% (4) arroz: inductor. Posibles enzimas implicadas en la infeccidn de insectos:
(a) fosfatasas, (b) esterasas, (c) lipasas, (d) tripsina, (e) B-quimotripsina, (f) galactosidasa,
(9) N-acetil-glucosaminidasa.

3.3 Bioensayos

La figura 3 muestra el tiempo de muerte de las larvas de T. molitor durante el bioensayo
realizado, en ésta se puede observar que la muerte de la primera larva ocurrio en el cuarto
dia cuando se utilizaron conidios provenientes del medio sin inductor; en cambio con las
esporas del tratamiento con 5% de inductor la primera larva muerta se reporté al tercer dia;
en contraste, en los bioensayos con conidios de las mezclas de arroz con 10% y 15% de
inductor la muerte de 2 y 1 larvas, respectivamente, se produjo en el segundo dia del
bioensayo. La totalidad de la muerte de las larvas sometidas al bioensayo se alcanzé en
periodos diferentes; la mayor eficacia se obtuvo con las esporas del tratamiento con 10% de
inductor alcanzandose a los 14+5.89 dias; seguidas en orden descendente por las de los
tratamientos con 15%, 5 % y 0 % de inductor que fueron de 16+4.02, 17+5.89 y 20+7.25
dias, respectivamente.
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Fig. 3. Cinética de muerte de larvas de T. molitor con esporas de B. bassiana producidas
por FS en sustrato de arroz con diferentes niveles de inductor: 100:0% (), 95: 5% (o), 90:
10% (o), 85: 15% ( A) arroz: inductor.

4. DISCUSIONES

En investigaciones realizadas para producir conidios aéreos de B. bassiana, el sustrato que
se usa con mayor frecuencia es el arroz (Gandarilla-Pacheco et al., 2013; Villalba et al.,
2009). Para la mayoria de las especies de hongos entomopatdgenos, crecidos sobre arroz, se
han reportado rendimientos de hasta 10%° conidios/g de sustrato, aunque cominmente la
mayoria de las especies alcanza valores de 10° conidios/g de sustrato, con tiempos de
incubacion mayores a los 10 dias (Méndez et al., 2010). En este trabajo se alcanzaron
titulos de produccion de conidios, con todos los tratamientos, comparables a los reportados
en un periodo de tiempo menor (5 dias).

Para la identificacion bioquimica de distintos organismos como bacterias y hongos
entomopatogenos se han realizado numerosos estudios. El-Sayed et al.,(1993) realizaron
pruebas API® ZYM para la identificacion cualitativa de diferentes tipos de enzimas que
producian Nomuraea atypicola, Nomuraea anemonoides, Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana, utilizando agar maltosa Sabouraud (AMS) como sustrato, concluyendo
que los hongos entomopatdgenos analizados produjeron enzimas hidroliticas (lipasas,
tripsinas, proteasas, aminopeptidasas, esterasas y quitinasas) similares entre ellos aunque en
diferente concentracion. En este trabajo se analiz6 el efecto de un inductor sobre la
induccion o represion de las enzimas ligadas al mecanismo de infeccion que inicia con la
penetracion del hongo hacia la cuticula del insecto mediante la liberacién de lipasas,
proteasas y quitinasas (Montesinos-Matias, 2012).

Por otro lado, el estudio del efecto del uso de inductores en el medio de cultivo para
promover la virulencia de hongos entomopatogenos es limitado y poco usual. Montesinos-
Matias (2008) utilizo distintas cepas de B. bassiana crecidas en agar maltosa Sabouraud al
2% con avena (3%) y EL (0.05%) para determinar el porcentaje de mortalidad de larvas de
T. molitor; con la cepa 885.2 (misma que se empled en esta investigacion) éste fue de 97%
después de 15 dias de bioensayo; mientras que en este trabajo el 100 % de mortalidad se
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alcanzo a los 14 dias utilizando esporas obtenidas por FS usando arroz como sustrato y
10% de inductor, es probable que la virulencia de estas esporas esté relacionada con una
mayor produccién de enzimas lipoliticas y protedliticas (Fig. 2 3a, b, ¢, d y f) (Montesinos-
Matias, 2012).

5. CONCLUSIONES

El analisis cualitativo de la produccién de enzimas hidroliticas de Beauveria bassiana en
FS utilizando mezclas de arroz y cuticula de T. molitor (100:0, 95:5, 90:10, 85:15 %)
permitio obtener titulos de produccion de conidios (10° conidios/g de sustrato) comparables
a los reportados en la bibliografia en menor tiempo (5 dias). Por otro lado, el nivel del
inductor en el medio de cultivo tuvo un efecto sobre la produccion de enzimas lipoliticas y
proteoliticas que se reflejé en la virulencia de las esporas, ya que se alcanzaron porcentajes
de mortalidad elevados, de hasta 100 %, en tiempos mas cortos con respecto a estudios
anteriores.

Las pruebas cualitativas para la determinacion de enzimas, como la utilizada en este
trabajo, dan informacién sobre las enzimas que se inducen o reprimen segun los sustratos
empleados.
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