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RESUMEN 

Con el propósito de evaluar su potencial para el desarrollo de micoinsecticidas para 

zonas con clima caliente, se estudió la resistencia al estrés abiótico de dos cepas del 

hongo entomopatógeno Isaria fumosorosea. Una de ellas nativa del estado de 

Sonora (P43A) y la otra nativa del estado de Sinaloa (PCC) en donde prevalece 

clima semiárido y tropical seco, respectivamente. Se evaluaron el efecto del sistema 

de cultivo (cultivo sólido y cultivo sumergido) y de la temperatura, sobre el 

crecimiento, la producción de esporas y la viabilidad y patogenicidad de las mismas; 

así mismo se estudió el efecto del secado con convección de aire y la exposición a la 

luz ultravioleta (UV-A y UV-C) sobre la viabilidad de las esporas. Con el propósito de 

encontrar una explicación a los resultados obtenidos se estudiaron la producción de 

enzimas extracelulares (proteasas, lipasas y quitinasas) por ambas cepas, la 

concentración de trehalosa, polialcoholes y melanina de las esporas. La cepa PCC 

presentó la más alta velocidad específica de crecimiento (µ) en el rango de 

temperaturas de 20 a 28°C en medio sólido, pero en medio sumergido el aislado 

P43A tuvo la µ más alta en todas las temperaturas de prueba. La temperatura óptima 

de crecimiento para ambos aislados en cultivo sólido fue de 25 °C y en cultivo 

sumergido fue de 28 °C. En medio sólido P43A produjo 1.5 veces más actividad 

proteasica que PCC, pero en medio sumergido ambas cepas tuvieron actividades 

similares de esta enzima. En medio mínimo (cultivo sumergido) a las condiciones 

óptimas de crecimiento, la relación de blastosporas:conidias para PCC fue de 1:2 y 

para P43A fue 1:5. Para las conidias aéreas de PCC el tiempo Letal 50 (TL50) en 

larvas de Galleria mellonella fue de 4.86 días, pero las conidias aéreas de P43A y los 

propágulos sumergidos de P43A y PCC tuvieron un LT50 igual. Las conidias aéreas 

de ambas cepas producidas en medio sólido presentaron una mayor resistencia al 

secado e irradiación UV254 nm en relación a los propágulos sumergidos. La radiación 

UV366 nm fue la menos perjudicial solo afecto en un 10% la viabilidad de las conidias. 

La irradiación UV254 nm fue la más letal con pérdida de viabilidad de 95 % al 98 %. 

La cepa PCC aérea fue la que presentó mayor sobrevivencia al secado e irradiación, 

tuvo una temperatura letal 50 (TempL50) de 64.76°C, una dosis letal UV254 nm de 

(DL50) de 6.74 J/cm2
; sin embargo las conidias aéreas y los propágulos sumergidos 



 

 xiii 

de la cepa P43A tuvieron el mayor contenido de melanina. De esta investigación 

podemos concluir que las conidias aéreas de cepa PCC aérea, dadas su mayor 

sobrevivencia al secado y a la exposición a la radiación UV254 nm y virulenta, esta 

cepa es adecuada para utilizarla en cultivo sólido para la producción de 

micoinsecticidas. Puesto que P43A presentó la más alta velocidad de crecimiento en 

medio sumergido, fue capaz de crecer a temperaturas entre 30 a 34°C, presentó una 

relación más alta de conidias sumergidas, las cuales tienen un tiempo de 

germinación corto, podría producirse en este sistema como micoinsecticida para 

aplicarse en zonas de clima caliente. Cada aislado se desempeña de manera 

diferente en cada sistema de cultivo, por lo que el método de producción planeado 

debe ser tomado en cuenta como criterio de selección de hongos entomopatógenos. 

 

Palabras clave: Isaria fumosorosea, cultivo sumergido, cultivo solido, virulencia, 

secado e irradiación UV. 
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INTRODUCCIÓN 

1.1 Introducción 

 

El desarrollo de la agricultura moderna y los altos rendimientos en los cultivos ha 

sido posible gracias a la tecnología, que ha facilitado el desempeño de las labores 

del campo, así como al uso masivo de productos agroquímicos incluyendo herbicidas 

e insecticidas. Estos agroquímicos frecuentemente causan contaminación al medio 

ambiente, especies vivas y al hombre. Existe la preocupación por minimizar el uso de 

estos productos químicos reduciendo el riesgo de contaminación, por lo que se han 

investigado alternativas para el control de plagas tanto en agricultura como en la 

ganadería y plagas domésticas [57, 54, 43, 31]. 

 

Una alternativa es el uso de bioinsecticidas, los cuales están formulados a base de 

microrganismos vivos, que son patógenos de insectos plaga. Entre los más utilizados 

son aquellos a base de bacterias como Bacillus thuringensis y de hongos, entre los 

que destacan Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea 

(antes Paecilomyces fumosoroseus) y Lecanicillium lecani. Las conidias aéreas y 

propágulos sumergidos (conidias y blastosporas) de los hongos se han utilizado 

como unidades infectivas. Estas, se adhieren por contacto al insecto y producen 

enzimas que digieren la cutícula del mismo y junto con la formación de apresorios, 

los cuales ejercen presión mecánica, facilitan la penetración del hongo al insecto 

huésped. Una vez en el hemocele el hongo se propaga en forma de levaduras y 

causa la muerte del insecto [19, 89]. 

 

El uso de hongos entomopatógenos como agentes de control de plagas en el 

campo ha sido limitado porque factores abióticos como la temperatura, la humedad 

relativa baja y la radiación solar reducen su viabilidad [45, 37, 17, 50, 89]. 

Especialmente en regiones semidesérticas. Por lo anterior es importante estudiar las 

características de resistencia a dichos factores abióticos en aislados de hongos 

nativos de estas regiones, ya que por su adaptación a estos factores climáticos 

pudieran tener una mayor tolerancia a altas temperaturas, estrés hídrico y radiación 
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ultravioleta, pudiendo ser los mejores candidatos para desarrollar micoinsecticidas 

aplicables a estas condiciones climatológicas [17,45, 89]. 

 

Otra de las características a considerar para el desarrollo de un micoinsecticida es 

la producción de sus unidades infectivas en sistema sólido o sumergido, y estudiar 

las características de resistencia a factores abióticos así como la virulencia que le 

confiere el sistema de cultivo, para de esta forma establecer los criterios de selección 

del sistema de producción más adecuado de aislados con mayor posibilidad de ser 

aplicados a zonas de climas calientes. 

 

1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo general 

 

Comparar la resistencia a estrés abiótico de las conidias aéreas de Isaria 

fumosorocea cepa P43A y PCC producidas en medio sólido y de sus propágulos 

producidos en medio sumergido y proponer una explicación. 

 

1.2.2 Objetivos específicos  

 

1) Determinar la velocidad específica de crecimiento Isaria fumosorosea en cultivos 

sólido y sumergido a diferentes temperaturas. 

 

2) Evaluar la producción de enzimas proteasas, lipasas y quitinasas de Isaria 

fumosorosea en medio sólido y sumergido. 

 

3) Evaluar la virulencia de las conidias aéreas y de los propágulos sumergidos por 

medio del bioensayo. 

 

4) Evaluar la resistencia de las conidias aéreas producidas en cultivo sólido y los 

propágulos producidos en cultivo sumergido de Isaria fumosorosea al someterlos 
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al secado a diferentes temperaturas e irradiación ultravioleta a dos longitudes de 

onda. 

 

5)  Determinar los contenidos de compuestos osmoprotectores y melanina de las 

conidias producidas en cultivo sólido y de los propágulos producidos en cultivo 

sumergido. 

 

1.3 Hipótesis 

 

El sistema de cultivo tiene influencia en la resistencia al estrés abiótico de las 

conidias aéreas y de los propágulos sumergidos de una cepa de Isaria fumosorosea 

y distintos aislados de la misma especie se comportan diferente. 

 

1.4 Justificación  

 

Los hongos entomopatógenos han sido utilizados como micoinsecticidas para el 

control de insectos plaga en la agricultura, sin embargo diversos estudios han 

revelado que las conidias aéreas y los propágulos sumergidos de estos hongos son 

muy lábiles a factores ambientales como altas temperaturas, desecación y 

exposición a la radiación solar. Por estas razones en este trabajo se investigará si los 

propágulos de aislados de Isaria fumosorosea de zonas de clima caliente presentan 

distinta tolerancia al estrés abiótico cuando son producidos en cultivo sólido y en 

cultivo sumergido. 
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FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 

La obtención de altos rendimientos de los cultivos por hectárea en la agricultura ha 

sido el reflejo de la tecnificación en las labores del campo, el diseño de variedades 

mejoradas y el uso de agroquímicos para fertilización y control de plagas y 

enfermedades. El uso masivo de estos productos químicos, el manejo inadecuado de 

los implementos de fumigación durante las aplicaciones, ha venido generando en las 

áreas agrícolas un problema de contaminación de suelos y aguas a niveles de 

toxicidad que representan un riesgo para el desarrollo de especies sensibles y para 

la salud de la población. Por lo que existe la preocupación por desarrollar estrategias 

alternativas en el control de plagas que reduzcan los riesgos señalados y que 

generen mejores condiciones de protección, tanto a la salud de la población, como la 

preservación de un ambiente más limpio, promoviendo una agricultura sustentable 

con el uso alternativo de bioinsecticidas amigables para el ambiente, reduciendo el 

número de aplicaciones de los productos químicos, así como minimizando el 

contacto humano con estos productos [7, 57, 54]. 

 

Se tiene como alternativa el manejo integrado de plagas, que es la combinación de 

todos los métodos para el control de plagas en una estrategia flexible. Dentro de 

estas alternativas están los métodos de control biológico. El control biológico es la 

manipulación intencional de las poblaciones de los enemigos naturales de los 

insectos plaga para limitar su población. A estos organismos se les llama agentes de 

control y entre ellos se encuentran insectos depredadores y parásitos, así como 

microrganismos patógenos para insectos. Las formulaciones comerciales de los 

microrganismos son conocidas como bioinsecticidas [7, 57]. 

 

La aplicación de estas metodologías permite desarrollar productos ecológicos los 

cuales han demostrado tener la capacidad de reducir el número de aplicaciones del 

insecticida en el manejo de los cultivos y como consecuencia se ven reducidos los 

costos de producción [2, 54]. 
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2.1 Agentes de control biológico 

 

2.1.1 Bioinsecticidas 

 

Entre los agentes de control biológico se encuentran varios tipos de microrganismos, 

a los cuales se les ha denominado bioinsecticidas, ya que para su formulación se 

emplean microrganismos vivos, los cuales son patógenos de insectos plaga y son 

útiles para controlar el crecimiento de estas poblaciones [19]. Estos microrganismos, 

son denominados entomopatógenos, por ser específicos para insectos plaga ya que 

sólo afectan a determinados grupos de insectos (hospederos) y son inofensivos para 

insectos benéficos, el humano y otros organismos superiores [7]. 

 

Entre los organismos utilizados como bioinsecticidas se incluyen a diferentes 

géneros y especies de bacterias, hongos y virus. En el grupo de bacterias tenemos a 

Bacillus thuringensis que es ampliamente utilizado para el control de lepidópteros 

fitofagos y mosquitos. Entre los hongos se encuentran Beauveria bassiana, 

Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea y Lecanicillium lecanii, los cuales han 

sido aplicados en el combate de insectos chupadores, masticadores y barrenadores 

(Tabla 2.1). En el caso de los virus su uso se ha visto limitado debido principalmente 

a su especificidad [9]. 

 

2.1.2 Hongos entomopatógenos 

 

Los hongos son organismos eucariotas, heterótrofos, actualmente son clasificados 

en dos reinos: Straminipila (antes Chromista) y Eumycota (hongos verdaderos). Los 

Straminipila incluyen a los patógenos de insectos en el grupo conocido como 

Oomycota (por ejemplo, Lagenidium) mientras que los Eumycota incluyen 

entomopatogenos en los Zygomycota (por ejemplo, Entomophthora, Entomophaga, 

Neozygites), Ascomycota (por ejemplo, Cordyceps) y Deuteromycota (por ejemplo, 

Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium e Isaria fumosorosea). 
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Tabla 2.1 Principales hongos entomopatógenos utilizados comercialmente para el 
control de insectos plaga. 

 

ESPECIE DE HONGO 

  

INSECTO PLAGA 

Beauveria bassiana  Langostas, chapulines, áfidos, 
escarabajos, mosquita blanca, 
garrapatas. 

Beauveria brogniartii  Moscas, escarabajos. 

Langenedium giganteum  Mosquitos 

Metarhizium anisopliae  Termitas, chapulines, gallina ciega, 
langostas, picudos del chile y algodón, 
escarabajos, garrapatas. 

Isaria fumosorosea  Mosquita blanca 

Lecanicillium lecanii  Áfidos, garrapatas, mosquita blanca 

Adaptado de: [72, 43, 31] 

 

Existen más de 700 especies de hongos entomopatógenos identificadas 

representadas en los reinos Straminipila y Eumycota. Las conidias aéreas de los 

Deuteromycota son comúnmente usadas en los bioinsecticidas formulados a base de 

hongos entomopatogenos, también llamados micoinsecticidas. Otros propágulos 

(fragmentos miceliales, conidias sumergidas y blastoporas) han sido investigados, 

pero aún no tienen aplicaciones agronómicas significativas [19, 22, 89]. 

 

Sólo una pequeña porción de hongos entomopatógenos son utilizados 

comercialmente, entre los que destacan Beauveria sp., Metarhizium anisopliae, 

Lecanicillium lecanii e Isaria fumosoresea [72]. En la Tabla 2.2 se muestran algunos 

insecticidas comerciales a base de hongos entomopatógenos. 
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Tabla 2.2 Insecticidas comerciales a base de hongos entomopatógenos 

 

PRODUCTO 

 

HONGO 

 

HUESPED 

 

PRODUCTOR 

Vertalec L. lecanii Pulgones Kopper, Holanda 

Biogreen L. lecanii Gusanos blancos Bio-care, Ttech., 
Australia 

Bio-Path M. anisopliae Cucarachas EcoScience,  USA 

Bio-blast M. anisopliae Termitas EcoScience 

Mycotol GH B. bassiana Saltamontes y 
Langostas 

Mycotech, USA 

Mycotrol WP B. bassiana Moscas blancas, 
pulgones 

Mycotech, USA 

Boverosil B. bassiana Escarabajo de la 
patata 

Ex Checoslovaquia 

EngernligPilz B. bassiana Gusanos blancos Andermatt, Suiza 

Green Muscle M. flavoviridae Saltamontes y 
langostas 

CABI Bioscience, 
UK 

PRF97 P. fumosoroseus Moscas blancas ECO-Teck,  USA 

Pae-Sin P. fumosoroseus Moscas blancas Agrobionsa, México 

Laginex Lagenidium 
giganteum 

Larvas de mosquito AGRAQuest , USA 

Adaptada de: [55] 

 

La exploración de sitios con climas tropicales y subtropicales ha revelado 

consistentemente que Isaria fumosorosea es una de las especies de hongos 

entomopatógenos capaz de infectar a una gran variedad de insectos plaga en los 

campos agrícolas, incluyendo a la mosquita blanca (Bemisia spp) en todas sus 

etapas de desarrollo, y provocar altos niveles de mortalidad a una velocidad mayor 

que otros hongos entomopatógenos. Este insecto chupador se encuentra extendido 

en todo el mundo y anualmente causa pérdidas millonarias en la agricultura [7, 54]. 
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2.2 Mecanismo de infección de los hongos entomopatógenos 

 

El mecanismo de infección de los hongos entomopatógenos se caracteriza por 

invadir el cuerpo del insecto a través del exoesqueleto y de la cutícula, 

frecuentemente la invasión puede ocurrir a través del área bucal de las membranas 

intersegmentales y de los espiráculos. La Figura 2.1 muestra las partes de un 

insecto. Estos sitios se caracterizan por tener un alto contenido de humedad, lo cual 

es una característica que favorece la germinación de las esporas y facilita la 

penetración de las hifas. Las propiedades físicas y químicas de la cutícula del insecto 

afectan este proceso, influyendo en el rango de hospederos del hongo. Las esporas 

se adhieren a la cutícula del insecto por contacto a través de fuerzas hidrofóbicas y a 

menudo es ayudada por materiales mucilaginosos [2,72]. 

 

La espora adherida germina y el tubo germinal se desliza en el integumento del 

hospedero buscando puntos de apertura para facilitar la penetración del hongo. La 

cutícula completamente endurecida presenta una barrera mayor a la penetración 

fungosa que la cutícula nueva, haciendo que los insectos sean más susceptibles 

después de una muda [2]. La penetración es ayudada por la formación de células 

apresoriales (apresorio) que ejercen presión física sobre el área del exoesqueleto 

parcialmente degradado, el cual muestra una zona clara a su alrededor por la acción 

de enzimas antes de la invasión de las hifas. Una vez que las enzimas que degradan 

la cutícula son absorbidas dentro de las estructuras del insecto, van degradando 

progresivamente los polímeros liberando precursores monoméricos utilizables. Las 

enzimas que intervienen son aquellas que degradan proteínas, quitinas, ceras y 

lípidos y otras capas de exoesqueleto. La cutícula del insecto está formada 

principalmente de quitina y proteína (60-70%), [19, 3, 4, 63, 91]. 
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Figura 2.1 Partes de un insecto (saltamontes). 

http://www.sieduca.net/basico/ficha128.html 

 

Una vez que el hongo penetra va destruyendo la epicutícula a través de sus 

distintas capas. Ya invadido el hemocele empieza la colonización. Los hongos 

pueden crecer como hifas, cuerpos similares a levaduras llamadas blastosporas y 

protoplastos sin paredes en la hemolinfa. Los protoplastos ayudan a vencer las 

defensas del hospedero porque no son reconocidos por el sistema inmune. Las 

blastosporas producen toxinas que ayudan a suprimir las reacciones inmunes. El 

insecto muere como consecuencia de los daños mecánicos que produce el 

crecimiento del hongo, por la desnutrición y por la acción de metabolitos secundarios 

o toxinas. Una vez que muere el insecto, el hongo invade al hospedero por medio de 

sus hifas para posteriormente formar conidióforos bajo condiciones apropiadas de 

humedad y temperatura dando origen a las esporas asexuales o conidios aéreos que 

son las unidades de infección. Las temperaturas de 20-30 °C son más favorables 
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para las infecciones fungosas. A menudo se requiere una alta humedad (85-95%) 

pero sin agua libre, para la germinación de conidias y para la producción de conidias 

en el insecto. Cada insecto infectado es un foco de infección que puede infectar a 

otros insectos de la población (Figura 2.2) [2, 54]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2 Ciclo de infección de los hongos entomopatógenos 

 

 

2.3 Factores que Influyen en la virulencia de los hongos entomopatógenos 

 

La patogenicidad es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad 

en un huésped susceptible. La virulencia es un término cuantitativo que define el 
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grado en que un patógeno puede causar enfermedad; esto a menudo está 

relacionado con el número de microorganismos que se requieren para causar la 

infección o la frecuencia de infección en una población dada y los determinantes de 

virulencia de la cepa [77]. La virulencia puede ser expresada en términos de la 

concentración letal media (CL50) y se refiere a la dosis de conidias u otra clase de 

propagulos que resulta mortal para la mitad de la población de insectos de prueba. 

También es utilizado el término tiempo letal medio o tiempo letal cincuenta (TL50) y 

se refiere al tiempo requerido a una determinada concentración de conidias/ml para 

matar al 50% de la población del insecto de prueba. Se han asociado a la virulencia 

con la germinación rápida de las esporas, la presencia de toxinas, ácidos productos 

del metabolismo microbiano y a niveles altos de las enzimas extracelulares que 

degradan proteínas, quitinas, ceras y lípidos y otras capas de exoesqueleto, así 

como tejidos del insecto, hemocele y hemolinfa [53]. 

 

Altre y col. [5] correlacionaron la virulencia de diferentes aislamientos de Isaria 

fumosorosea con el tamaño de las conidias, su velocidad de germinación, 

degradación de la cutícula de las larvas donde fueron probadas. Mientras que James 

[49] observó un efecto muy marcado de los nutrientes que se adicionaron al medio 

de cultivo en la germinación de la espora, como azúcares que estimularon 

únicamente el 11% de germinación, mientras que medios de cultivo formulados con 

extracto de levadura o peptona dieron como resultado de 95 a 100% de germinación. 

Lacey y col. [52] encontraron que la producción de blastosporas frescas de P. 

fumosoroseus fueron más infecciosas para ninfas de mosquita blanca que las 

conidias aéreas del mismo aislado. 

 

La toxicidad potencial de los compuestos químicos secretados por los hongos, 

especialmente durante su producción en medios de cultivo ricos en nutrientes, es un 

factor de virulencia. En especies de Beauveria, Metarhizium, Isaria y otros grupos, se 

han encontrado un grupo de metabolitos secundarios potencialmente tóxicos para 

insectos tales como endo destruxinas, efrapeptinas, oosporeina, beauvericina, 

beauveriólidos, ácido dipicolínico y ácido oxálico [8, 53, 6, 81]. 
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2.4 Producción de hongos entomopatógenos 

 

El desarrollo comercial de un micoinsecticida requiere una etapa inicial en la que 

resulta decisiva la selección del aislado fúngico más adecuado. El aislamiento e 

identificación de cepas activas contra un determinado hospedante requiere un 

intenso trabajo de campo en busca de insectos infectados o bien de muestras de 

suelo que son las dos fuentes de hongos entomopatógenos en la naturaleza. De las 

cepas aisladas se recomienda llevar a cabo una serie de pruebas para su selección 

como: pruebas de eficacia y estabilidad, pruebas de seguridad ambiental, 

preservación de cepas, posibilidades de formulación, pruebas de estabilidad de 

almacenamiento, evaluación de costo del producto, investigación de mercado, 

comercialización y distribución del agente de control biológico [60]. 

 

La actividad insecticida de una colección de cepas se debe evaluar en condiciones 

de laboratorio para seleccionar las más virulentas [55]. 

 

Por otra parte se ha utilizado la concentración de propágulos producida bajo 

determinadas condiciones de cultivo, como criterio de selección para hongos 

entomopatógenos, conidias aéreas en el caso de producción en fermentación en 

estado sólido y propágulos para la fermentación sumergida [37]. Se ha asociado que 

la composición del medio de cultivo juega un papel importante en el crecimiento del 

hongo en cuanto a la producción de biomasa y propágulos, así como de metabolitos 

con actividad insecticida [32]. 

 

2.4.1 Fermentación en estado sólido. 

 

La fermentación en estado sólido puede ser definida como el crecimiento de 

microrganismos principalmente, hongos filamentosos sobre materiales sólidos 

húmedos en ausencia de agua libre. El contenido de agua del sustrato debe soportar 

el crecimiento del hongo. La fermentación en estado sólido puede ser llevada a cabo 

en dos tipos de matrices: 1) soporte inerte impregnado con un medio líquido nutritivo, 
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entre los materiales utilizados se encuentran bagazo de caña de azúcar, amberlita, 

vermiculita, espuma de poliuretano, y esferas de poliuretano; 2) sustratos que actúan 

como soporte y como fuente de nutrientes, entre los substratos que han sido 

tradicionalmente utilizados en fermentaciones en estado sólido se incluyen una 

variedad de productos agrícolas tales como arroz, trigo, cebada, frijol, maíz y soya 

[67, 13, 58]. Los hongos filamentosos son los microrganismos mejor adaptados para 

crecer en sustratos sólidos con contenidos de humedad relativamente bajos debido a 

sus propiedades fisiológicas, enzimáticas y bioquímicas. Las hifas penetran dentro 

del sustrato sólido y la combinación de la extensión apical de la hifa y su ramificación 

permite la colonización y la accesibilidad a los nutrientes [67, 71,13, 58]. 

 

Altos contenidos de humedad reducen la porosidad de la matriz sólida, limitan la 

transferencia de oxígeno e incrementan el riesgo de contaminación con bacterias y 

levaduras. Bajos contenidos de humedad dan como resultado un limitado crecimiento 

del microrganismo y una distribución heterogénea de los nutrientes en el sustrato 

[13, 58]. 

 

Las conidias que son la clase de esporas producidas en fermentación en sustrato 

sólido ofrecen las siguientes ventajas: 1) son más tolerantes a la radiación UV, 2) 

resistentes al secado, 3) mayor vida de anaquel [13]. La Tabla 2.3 muestra las 

ventajas y desventajas de una fermentación en estado sólido. 

 

Los hongos utilizados para control biológico pueden ser producidos a nivel 

laboratorio (capacidad g-kg) y a nivel planta piloto e industrial (kg-ton). Los 

biorreactores a escala de laboratorio comprenden dispositivos sencillos tales como 

cajas Petri, matraces Erlenmeyer, jarras y frascos de Roux [13]. A nivel de 

laboratorio se han cultivado los hongos entomopatógenos en papa dextrosa agar 

(PDA), agar dextrosa Sabouraud suplementado con extracto de levadura (ADSY) 

[60]. También se utilizan bolsas de plástico de polipropileno estériles a nivel 

laboratorio e industrial; así como biorreactores tipo columna con monitoreo de gases, 
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reactores de tambor rotatorio, biorreactor Zymotes que contienen placas para control 

de calor, humedad y aireación durante la fermentación [13]. 

 

 

Tabla 2.3 Ventajas y desventajas que presenta la fermentación en estado sólido 

VENTAJAS  DESVENTAJAS 

Simplicidad del medio de cultivo. El 
sustrato generalmente provee todos los 
nutrientes necesarios para el crecimiento 

 Exceso de generación de calor. La aireación 
y enfriamiento algunas veces puede ser 
difícil debido a la alta concentración de 
sólidos. 

 
La inoculación con esporas facilita una 
distribución uniforme a través del sustrato. 

  
Problemas de transferencia de calor y de 
masa. 

Ausencia de residuos líquidos. 
Reducción de contaminación debido al 
bajo contenido de agua. 

  
Dificultad de monitoreo y control de los 
parámetros del proceso: pH, contenido de 
humedad, sustrato, concentración de O2 y 
biomasa. 

Las condiciones de cultivo simulan las 
condiciones naturales del medio 
ambiente. 

  
La ingeniería y caracterización de algunos 
bioreactores de Fermentación en Estado 
Sólido no está completamente madura, por lo 
que existe escasa información acerca del 
diseño y operación de reactores a gran 
escala. 
 

Utilización directa del material fermentado  Las condiciones estáticas son preferidas en 
su mayoría. 

Fácil procesamiento por su alto 
rendimiento. 

  
Es posible la contaminación de especies de 
hongos no deseables. 

Fácil de deshidratar. Secado del producto 
in situ. 

  
Reactores de diseño simple y requerimientos 
de poco espacio pueden ser utilizados 
debido a la concentración del sustrato.  
Bajos requerimientos de energía reducen los 
costos de producción. 

Reactores de diseño simple y 
requerimientos de poco espacio pueden 
ser utilizados debido a la concentración 
del sustrato.  
Bajos requerimientos de energía reducen 
los costos de producción. 

  

Adaptado de: [13, 58]. 
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2.4.2 Fermentación en dos fases 

 

La mayoría de los hongos filamentosos empleados como agentes de control 

biológico son producidos en sistemas de producción industrial en dos etapas de 

fermentación, cuyo primer paso consiste en la producción de micelio o blastosporas 

que serán utilizados como inóculo para la etapa de producción. El inóculo es 

producido en cultivo líquido en frascos agitados o fermentadores, crece hasta el final 

de la fase log y después es transferido al sustrato sólido para incrementar la 

producción de conidias [62, 19]. Esta técnica ha sido desarrollada como una manera 

alternativa para mejorar la producción industrial de conidias aéreas en sustratos 

sólidos, resultando un período de incubación corto, alta productividad volumétrica de 

conidias y un mejor control de calidad [62]. Existen algunas ventajas del sistema de 

producción de hongos en dos fases: se disminuye el riesgo de contaminación 

durante la preparación del inóculo en cultivo líquido y se asegura una colonización 

uniforme del sustrato sólido reduciendo el tiempo de incubación [73]. 

 

Esta técnica resulta adecuada dado que se combinan la facilidad y la eficiencia de 

la producción de hongo a gran escala y resulta exitoso en la elaboración de un 

producto comercial. Algunos micopesticidas basados en Metarhizium anisopliae, 

Beauveria bassiana, Lecanicillium spp., Hirsutela thompsonii e Isaria spp. también 

pueden ser desarrollados usando estas técnicas dado el bajo costo del medio líquido 

y los sustratos naturales, tales como productos agroindustriales y residuos [62]. 

 

2.4.3 Fermentación sumergida o líquida 

 

La fermentación líquida ha sido el método preferido de fermentación para 

aplicaciones comerciales la transferencia de masa calor y oxígeno son mejores y la 

homogeneidad del cultivo son generalmente superiores, éste sistema es más 

confiable y reproducible, el monitoreo y control de los parámetros de operación son 

más fáciles que los de una fermentación en estado sólido [29]. 
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Los hongos en este sistema de cultivo pueden formar agregados o esférulas, en 

este caso el crecimiento inicial es exponencial porque en las primeras etapas todas 

las hifas del micelio de la biomasa contribuyen al crecimiento; pero a medida que el 

diámetro de las esférulas se incrementa, se limita la transferencia de masa por lo que 

el crecimiento exponencial se ve limitado, en el interior de la esférula se acumulan 

metabolitos y disminuye la concentración de nutrientes incluyendo el oxígeno, 

inclusive las hifas del centro llegan a dejar de crecer y mueren [61]. 

 

La morfología también tiene un importante impacto en el comportamiento del 

cultivo. Cuando el hongo se desarrolla como micelio este se dispersa, la viscosidad 

del cultivo incrementa a medida que el hongo crece, lo que implica mayor consumo 

de energía para la agitación y la reducción de la velocidad de transferencia de 

oxígeno conforme se incrementa la viscosidad, por lo que el oxígeno es 

frecuentemente limitante mientras que la agitación vigorosa rompe las células 

causando alta mortalidad [61,29]. 

 

Para el caso específico del control biológico, en la producción de hongos por 

fermentación sumergida, en determinados casos, se obtienen blastosporas, que si 

bien son estructuras infectivas, resultan poco resistentes a los cambios de las 

condiciones climáticas (temperatura, radiación, humedad, etc.), a diferencia de los 

conidios que se producen en las fermentaciones en fase sólida. Se caracterizan las 

primeras por presentar cubiertas delgadas y lisas, que influyen negativamente en 

cuanto a su eficiencia y persistencia después de las aplicaciones dificultando, 

además, la formación de epizootias [29]. 

 

En cultivo líquido P. fumosoroseus produce hifas y blastosporas. Existen estudios 

sugieren que las blastosporas de este hongo son más efectivas que las conidias 

aéreas para el control biológico de B. argentifolii (mosquita blanca de la hoja 

plateada) debido a su mayor velocidad de germinación sobre la cutícula del insecto 

[47]. La productividad volumétrica de la producción de blastosporas es mayor que la 

de las conidias aéreas, los rendimientos son altos, y se producen para aplicarlas 
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inmediatamente en el campo evitando su almacenamiento prolongado debido a su 

baja resistencia al secado y a que pierden viabilidad rápidamente durante el 

almacenamiento. 

 

Estudios nutricionales han sido retomados para mejorar el crecimiento y 

esporulación de Deuteromycetes como Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, 

and P. fumosoroseus; [23]. Las blastosporas de Beauveria bassiana producidas en 

medios con limitación de nitrógeno, contienen más carbohidratos, glicógeno y lípidos 

comparadas con aquéllas producidas bajo limitación de la fuente de carbono. En 

medios líquidos semidefinidos que contienen concentraciones y fuentes apropiadas 

de nitrógeno se pueden producir altos niveles de blastosporas con cierta tolerancia al 

secado a bajas temperaturas [46]. La Tabla 2.4 muestra las diferencias básicas entre 

una fermentación en estado sólido y una sumergida. 

 

2.5 Factores abióticos que afectan la viabilidad de los hongos 

entomopatógenos. 

 

Se han estudiado algunos factores abióticos dada la influencia que tienen sobre la 

viabilidad de los hongos entomopatógenos entre ellos tenemos la temperatura, la 

humedad relativa y la radiación UV. 

 

2.5.1 Temperatura 

 

La temperatura de crecimiento de los aislados de hongos entomopatógenos se ha 

utilizado como un criterio de selección para el desarrollo de agentes de control 

biológico en condiciones climáticas específicas [37, 17, 50, 89]. 

 

La mayoría de los hongos entomopatógenos toleran temperaturas de 0 a 40°C. La 

temperatura óptima de germinación y crecimiento es de 23 a 28°C. La temperatura 

más favorable para la infección es de 20 a 30°C [17, 50, 89]. Claire y col. [20] llevaron 

a cabo un estudio de 37 aislados de Isaria fumosorosea originarios de climas 
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tropicales y subtropicales, a los cuales se les midió su crecimiento en un rango de 

temperatura de 8 a 40°C y encontraron que el rango de temperatura óptimo de 

crecimiento fue de 20 a 30°C, por lo que determinaron que el hongo es mesófilo. 

 

Tabla 2.4 Diferencias básicas en fermentación sólida y sumergida 

FERMENTACIÓN EN ESTADO 
SÓLIDO 

 FERMENTACIÓN SUMERGIDA 

El medio no fluye libremente  El medio fluye libremente 

Poca profundidad  Gran profundidad 

Los granos utilizados como sustrato 
proveen C, N, minerales y energía. 

 Son suministrados varios 
ingredientes para proporcionar 
nutrimentos y energía 

Los nutrientes están en el agua 
adsorbida de los granos  

 Los nutrientes están disueltos en 
agua 

Gradientes de T, pH, concentración de 
nutrientes y de metabolitos 

 Mayor homogeneidad  

Mínima cantidad de agua, menor 
volumen 

 Más agua, más volumen 

Sistemas de 3 fases  Sistemas de 2 fases si el hongo crece 
como blastosporas o como micelio 
disperso 

Control de T, O2, humedad  Control de temperatura, oxígeno 
disuelto 

Relación de inóculo alta  Relación de inóculo baja 

Resistencia para el transporte de 
masa  

 Baja resistencia si el hongo crece 
como blastosporas o no forma 
esférulas 

Adherencia y crecimiento del 
microorganismo al sólido. 

 Microrganismos distribuidos en la 
fase líquida  

Alta concentración de producto por 
unidad de volumen 

 Baja concentración de producto por 
unidad de volumen 

Modificado de [71]. Prabhakar y col., 2005. 
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En general el crecimiento de los hongos entomopatógenos disminuye rápidamente 

arriba de 30°C y cesa para la mayoría de los aislados a 37°C. De manera similar, la 

germinación de las conidias se ve adversamente afectada arriba de 30°C [54, 89, 

17]. 

 

La temperatura afecta la germinación de los propágulos fúngicos. El contar con 

aislamientos con una rápida germinación puede garantizar una mayor probabilidad 

de éxito en campo, minimizando el riesgo de exposición a factores abióticos 

desfavorables que reducen su viabilidad [37]. Zimmermann [92] encontró que las 

altas temperaturas retardaron la germinación de las esporas de Metharizium 

anisopliae. El desarrollo de la micosis se ve afectado por temperaturas extremas, por 

ejemplo aquellas menores a 15°C y mayores de 32°C [2, 19]. 

 

2.5.2 Humedad relativa 

 

Uno de los factores limitantes para que el hongo inicie la invasión en el insecto 

patógeno es la necesidad de contar con una humedad relativa alta para la 

germinación de las esporas y para la penetración del huésped. La infección del 

hongo en el huésped se llega a establecer a humedades relativas cercanas al 75 %. 

A contenidos de humedad relativas entre los 81 al 92 % se ha registrado un mayor 

porcentaje de infección [2, 89]. 

 

El tiempo de aplicación del micoinsecticida es importante ya que se deben buscar 

las condiciones ambientales que favorezcan la germinación de las conidias como 

una alta humedad relativa y una temperatura adecuada, estas condiciones se dan 

generalmente al finalizar la tarde o por la mañana temprano, ya que en la naturaleza, 

la humedad generalmente fluctúa siendo alta durante la noche y en las primeras 

horas de la mañana; y descendiendo al medio día [2, 89]. 

 

La capacidad de algunos hongos para controlar a los insectos plaga de condiciones 

de baja humedad ambiental, ha sido atribuida a la presencia de humedad en su 
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microhábitats, por ejemplo el microclima de la superficie de la hoja puede promover 

una humedad, ya que; la luz directa del sol y/o una baja humedad pueden inducir a 

la planta a transpirar más. La manipulación de las condiciones ambientales para 

alcanzar o mantener alta la humedad durante el proceso inicial de infección ha sido 

usada para incrementar la infección y velocidades de mortalidad. Por ejemplo 

cubriendo las plantas con plástico después de la aplicación del micoinsecticida por 

48 h resultó una velocidad de mortalidad del 45 % y 85 % para Bemisia tabaci biotipo 

B y Trialeurodes vaporariorum respectivamente [54, 89]. 

 

2.5.3 Radiación solar 

 

Los propágulos de los hongos entomopatógenos son muy susceptibles a daño por 

radiación solar. La radiación ultravioleta B (UVB) que corresponde a longitudes de 

onda de 280 a 320 nm, es la más letal; aunque la radiación UVA (320-400 nm) 

también es dañina. La persistencia de los propágulos del hongo sobre sustratos 

expuestos a radiación solar directa es relativamente reducida en relación a 

propágulos en sitios protegidos. En áreas sombreadas los propágulos eventualmente 

morirán por el reflejo de la radiación [89]. Las especies y cepas de hongos 

entomopatógenos difieren significativamente en su susceptibilidad a la radiación 

solar [27, 12]. 

 

Mientras que los componentes UV del espectro solar son perjudiciales, la luz visible 

puede ser benéfica al estimular un mecanismo de fotorreactivación que repara daños 

en el DNA [89]. 

 

Por lo expuesto para el uso de micoinsecticidas en las zonas agrícolas de noroeste 

de México dadas las características climáticas es importante no solo el aislamiento 

de cepas nativas de hongos entomopatógenos, sino también el estudiar el 

desempeño de los aislados en distintos sistemas de cultivo y las de resistencia de los 

propágulos a factores abióticos y al proceso de secado. 
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METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

El desarrollo de este proyecto consistió en la producción de conidios aéreos y 

propágulos sumergidos del hongo entomopatógeno Isaria fumosorosea en dos 

sistemas de cultivo (Figura 3.1). 

 

El primero en cultivo sólido para obtener conidias aéreas y el segundo en cultivo 

líquido para obtener propágulos sumergidos (conidias y blastosporas), a las cuales 

se les evaluó el crecimiento a diferentes temperatura, el índice de sobrevivencia al 

secado con convección de aire e irradiación ultravioleta a 336 nm y 254 nm. Además 

se evaluó la virulencia por medio del bioensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 Diagrama general del proyecto de tesis. 
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3.1 Microorganismos 

 

Se utilizaron dos aislados de Isaria fumosorosea obtenidos de la colección de cepas 

del laboratorio de Fisiología Celular y Bioprocesos, dependiente del Centro de 

Investigación en Alimentación y Desarrollo A. C., Unidad Hermosillo, Sonora, México. 

 

Uno de los aislados de Isaria fumosorosea correspondió a la cepa P43A la cual fue 

previamente aislada de piojo harinoso de la vid (Planococcus ficus) procedente de 

Villa Pesqueira, Sonora, México, cuyas coordenadas son 29°22´15´´- 29°22´57´´con 

latitud norte y 110°54´15´´- 110°53´39´´ longitud oeste y a una altura sobre el nivel 

del mar de 634 m. El municipio de Pesqueira tiene un clima caliente semiárido con 

un promedio anual de precipitación de 508 mm y temperaturas hasta de 47°C en 

verano. El Estado de Sonora en verano tiene temperaturas promedio de 37°C y 

humedad relativa promedio de 48.8% (Anexo 3B y 4B), según datos del Servicio 

Meteorológico Nacional (http://smn.cna.gob.mx/). 

 

El otro aislado correspondió a la cepa PCC, la cual fue aislada de Diaphania sp. 

(Lepidoptera:Pyralidae) procedente del Valle de Culiacán, Sinaloa, México, en cuyas 

coordenadas se localiza en latitud Norte 24°54´10´´ - 24°27´56´´ y longitud Oeste 

107°21´50´´- 107°50´15´´, se encuentra a una altura de 54 m sobre el nivel del mar. 

El Valle de Culiacán tiene un clima tropical seco con temperaturas hasta de 43°C en 

verano y una precipitación anual entre 600 y 800 mm. El Estado de Sinaloa en 

verano tiene temperaturas promedio de 35°C y humedad relativa promedio de 68% 

(Anexos 3A y 4A), según datos del Servicio Meteorológico Nacional 

(http://smn.cna.gob.mx/). 

 

Se obtuvieron cultivos monospóricos de cada cepa en agar dextrosa Sabouraud 

suplementado con extracto de levadura (Difco), se incubaron a 28°C (Figura 4). 

Después que los cultivos esporularon se cortaron cilindros de 1 cm de diámetro y se 

preservaron en viales con glicerol al 10% a una temperatura de -20°C. 

 

http://smn.cna.gob.mx/
http://smn.cna.gob.mx/
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3.2 Medios de cultivo 

 

3.2.1 Agar dextrosa Sabouraud con extracto de levadura (ADSY) 

 

Se añadió 1% de extracto de levadura (Difco) al agar dextrosa Sabouraud (Difco), 

este último se preparó según instrucciones de la etiqueta y se esterilizó a 121°C por 

15 minutos. 

 

3.2.2 Caldo dextrosa Sabouraud (CDS) 

 

Composición en g/L: 5 triptona (Difco), 5 peptona P (Bioxon), y 20 dextrosa 

(Fermont®). El pH del medio se ajustó a 5.7 ± 0.2. Se esterilizó a 120°C. 

 

3.2.3 Agar-arroz 

 

Se utilizó arroz blanco pulido comercial, el cual se lavó con agua de la llave, se dejó 

escurrir en un colador y se secó a temperatura ambiente. El arroz se quebró en una 

licuadora, 12 g de éste se esterilizaron dentro de cajas Petri de vidrio de 90 mm de 

diámetro a 121°C por 2 horas. Después de esterilizado al arroz se le adicionó 20 ml 

agar al 1.5% con extracto de levadura al 1% previamente estéril. 

 

3.2.4 Arroz 

 

Arroz blanco comercial se lavó con agua de la llave, se dejó escurrir y secar en un 

colador a temperatura ambiente. Se pesaron160 g y se colocaron en un frasco de 

vidrio de 66 mm de diámetro y 175 mm de altura, se llenó aproximadamente a ¼ de 

capacidad y se esterilizó a 121°C por 2 horas en autoclave. 
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3.2.5 Medio M1 

 

Composición (g/L): glucosa (Fermont®) 50, extracto de levadura (Difco) 5.0, K2HPO4 

0.39, MgSO4.7H2O 0.60, KCl 1.0, NH4NO3 0.7, Na2HPO4.7H2O 1.0630 (las sales 

minerales fueron de Spectrum Chemical Mfg. Corp.). El pH del medio fue ajustado a 

5.6 antes de esterilizarlo a 120°C por 15 minutos. 

 

3.2.6 Medio M2 

 

Composición (g/L): glucosa (Fermont®) 50, NH4NO3, 2 KH2PO4 2, KCl 2, 

MgSO4.7H2O 0.2, ZnSO4.7H2O 20 mg/L, FeSO4.7H2O 20 mg/L, CuSO4.5H2O 15 

mg/L (Spectrum Chemical Mfg. Corp.). El pH del medio se ajustó a 5.0 antes de ser 

esterilizado a 120 °C por 15 minutos. Para la producción de enzima proteasa se le 

adicionó 1% de caseína y para lipasas 2% de aceite de olivo comercial. 

 

 

3.3 Preparación de inóculos y condiciones de crecimiento. 

 

3.3.1 Agar-arroz 

 

Las placas con este medio se inocularon con cepas conservadas en viales a -20°C, 

se incubaron a 28°C en la oscuridad. Cuando el micelio cubrió las placas, se sacaron 

de la incubadora y se expusieron a la luz del día a 25°C hasta que esporularon en 

aproximadamente 15 días. Para recolectar las esporas aéreas la placa de cultivo se 

raspó con una espátula estéril y se añadió Tween 80 al 0.05%, se le hizo un conteo 

de esporas a la suspensión colectada para conocer su concentración. De este 

concentrado se preparó una nueva suspensión en Tween 80 al 0.05% con una 

concentración de 1x106 conidias /ml para inocular matraces o placas. 
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3.3.2 Arroz 

 

El arroz estéril dentro de un frasco de vidrio fue inoculado con 30 ml de extracto de 

levadura al 1% el cual contenía una concentración de 1x106 conidios/ml y se cubrió 

con una tela de gasa y algodón, se mezcló manualmente para homogenizar el arroz 

con el inóculo. Los frascos se incubaron a 28°C en la oscuridad hasta que el arroz 

estuvo cubierto de micelio. Después el micelio fue expuesto a la luz del día a 25°C 

hasta su completa esporulación. Los frascos fueron agitados manualmente cada día 

para prevenir la aglomeración del arroz y airear. 

 

3.3.3 Germinación de las conidias 

 

El medio M1 se utilizó para germinar las conidias. Las conidias fueron inoculadas a 

una concentración de 1x106 conidios/ml en matraces Erlenmeyer de 120 ml 

conteniendo 20 ml de medio M1 y 25 µg/ml de gentamicina. Se inocularon dos 

controles uno con antibiótico y otro sin antibiótico. Los controles y muestras de 

prueba fueron incubados a 28°C y 180 rpm en una incubadora con agitación (New 

Brunswick Scientific CO. INC. Series 25). La germinación de propágulos sumergidos 

se reportó como porcentaje (%) de viabilidad. Se consideró como conidio germinado 

cuando el tubo germinal tiene de 2 a 3 veces el tamaño del diámetro del conidio. 

 

3.3.4 Cultivo sumergido 

 

Un matraz Erlenmeyer de 2 L conteniendo 1000 ml de medio M2 y 20 µg/ml de 

gentamicina fué inoculado con una suspensión de 1X106 conidios/ml. El matraz fue 

incubado a 28 ± 0.5°C y 180 rpm por 5 días dentro de una incubadora con agitación 

(New Brunswick Scientific CO. INC. Series 25). Los propágulos sumergidos se 

cosecharon del mosto fermentado separando el micelio, filtrando el caldo a través de 

un filtro de papel tipo canasta para preparar café donde se separó del medio líquido. 

Los propágulos fueron separados del medio líquido centrifugando a 10,864 x g a 5°C 

por 15 minutos (AllegraTM X-22R Centrifuge Beckman Coulter). El concentrado de 
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propágulos fue almacenado a 5°C hasta ser utilizado para las pruebas de resistencia 

al secado e irradiación con luz UV, determinación de azúcares alcohol, trehalosa y 

extracción de melanina. 

 

3.3.5 Efecto de la temperatura en el crecimiento de las cepas  

 

3.3.5.1 Cultivo sólido 

 

Se inocularon placas con ADSY (90 cm de diámetro) con 3 µl de suspensión de 

conidias aéreas (1x106 conidios/ml) en el centro de la placa. Después que el inóculo 

se adsorbió al medio de cultivo, se dibujaron 2 líneas perpendiculares en el revés del 

fondo de cada caja Petri haciendo coincidir el cruce de las dos líneas en el centro de 

la gota donde se colocó el inóculo. Las placas fueron incubadas a 20, 23, 25, 28, 32 

y 34 °C ± 1°C. A partir de que el crecimiento fue observado, se inició la medición del 

diámetro de la colonia cada 12 horas en las dos líneas perpendiculares con un 

vernier Truper Digital Calliper (Model CALDI-6MP) [59, 26]. La velocidad específica 

de crecimiento (µ) fue calculada en la etapa temprana de la fase exponencial de 

crecimiento. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los conidios aéreos 

fueron producidos en agar-arroz como se describió anteriormente. 

 

3.3.5.2 Cultivo sumergido 

 

Se adicionó 20 ml de CDS y 20 µg/ml de gentamicina en matraces Erlenmeyer de 

120 ml y se inocularon con una suspensión de conidias aéreas para tener una 

concentración final de 1x106 conidios/ml. Los matraces fueron incubados a 20, 23, 

25, 28, 32 y 34 °C ± 0.5°C y 180 rpm en una incubadora con agitación (New 

Brunswick Scientific CO. INC. Series 25). Tres matraces fueron monitoreados al 

tiempo cero y tres más a diferentes tiempos de muestreo para hacer el análisis de 

biomasa por peso seco. 

 



 

 35 

La velocidad específica de crecimiento se calculó de acuerdo a las ecuaciones de 

crecimiento 1 y 2. 

dt

dx
                                                                                                                    (1) 

Dónde: 

 = velocidad específica de crecimiento; x = concentración de biomasa; t = tiempo 

Integrando esta ecuación se tiene: 

0lnln xtxt                                                                                                   (2) 

Se puede observar la similitud dela ecuación 2 con bmxy   la cual es la clásica 

relación lineal de la línea recta de la gráfica. 

 

Dónde: 

lnx = biomasa; t = tiempo; µ= velocidad específica de crecimiento, obtenida de la 

pendiente de la línea recta de la fase exponencial de la gráfica; lnx0 = biomasa 

existente en el tiempo cero [61, 64]. 

 

 

3.4 Actividad enzimática. 

 

3.4.1 Cultivo sólido 

 

Cada una de las cepas de hongo fue cultivada en los medios propuestos por Hankin 

y Anagnostakis [41] con sustratos para inducir la producción de enzimas lipasa, 

proteasa y quitinasa. A partir de una suspensión de conidios a una concentración de 

1x106 conidios/ml se tomaron 3 µL para inocular el centro de una placa de agar con 

sustrato inductor de enzima y se dejó secar. Se incubaron a 25°C por 5 días. 
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3.4.1.1 Actividad lipolítica 

 

Se utilizó sorbitan monolaurato conocido como Tween 20 (Sigma Aldrich, Chemical 

Company Inc., Milwakee USA). El medio de cultivo contiene los siguientes 

ingredientes en g/L: Peptona (Oxoid), 10 g; NaCl, 5 g; CaCl2.H2O, 0.1 g; agar, 20 g; 

pH 6.0. El Tween 20 se esterilizó por separado en autoclave por 15 minutos a 15 

libras de presión. Una vez que se enfrió la solución se adicionó 1 ml de Tween 20 a 

100 ml del medio base, se homogenizó y se vació en cajas Petri. 

 

La producción de enzima lipasa por la colonia fue observada como un precipitado 

visible debido a la formación de cristales de la sal de calcio del ácido láurico producto 

de la reacción enzimática, o como una zona clara con un precipitado alrededor de la 

colonia debido a la degradación completa de la sal del ácido graso. 

 

3.4.1.2 Actividad proteolítica 

 

Se utilizó leche descremada al 2.4% como sustrato inductor de proteasas. La leche 

se disolvió en la mitad del volumen total requerido para preparar el medio de cultivo, 

y se esterilizó por separado a 112°C por 30 minutos, posteriormente se enfrió a una 

temperatura de 55 a 60 °C y se mezcló con el agar nutritivo (Difco) al 2.3% más 

0.4% de agar, esterilizado previamente a 120°C por 15 minutos después de ajustar 

el pH a 6.0. Las colonias con actividad proteolítica presentan una zona clara 

alrededor de la colonia. 

 

3.4.1.3 Actividad de quitinasa 

 

La actividad de quitinasa se determinó preparando 500 ml de medio mineral 

[Contenido por litro: (NH4)2SO4, 2 g; KH2PO4, 4 g; Na2HPO4, 6 g; FeSO4.7H2O, 0.2 g; 

CaCl2, 1 mg; H3BO3, 10 µg; MnSO4, 10 µg; ZnSO4, 70 µg; CuSO4, 50 µg; MoO3, 10 

µg. Sales minerales de Spectrum Chemical MFG Corp. (California USA)], se ajustó el 

pH a 5.0, se le adicionó 0.02% de extracto de levadura (Difco), 1.5% de agar y 2.4% 
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de quitina purificada [Chitin from crab shells (poly-[1→4]-ß-D-N-acetyl-glucosamina), 

Sigma chemical Co. St. Louis USA]. El medio de cultivo fue esterilizado a 120°C por 

15 minutos. 

 

Las placas de cultivo se prepararon con dos capas de agar. Primero se vació 

aproximadamente 10 ml de una capa de agar al 1.5% estéril y se dejó solidificar. Se 

vació una segunda capa con 3 ml del medio mineral con quitina estéril y se dejó 

solidificar. Este procedimiento se llevó a cabo para que la quitina quedara disponible 

en la superficie del medio de cultivo ya que esta tiende a asentarse en el fondo de la 

caja Petri. La degradación de la quitina se observó como una zona clara en el agar 

opaco alrededor de la colonia. 

 

3.4.1.4 Índice de actividad enzimática 

 

Después de 5 días de incubados los cultivos se midió el diámetro de los halos 

producidos por la enzima como efecto de degradación del sustrato y se midió el 

diámetro de la colonia para obtener el Índice Enzimático (IE) mediante la siguiente 

relación de acuerdo a [80]. 

 

)(

)()(

colonialadeDiámetro

actividaddehalodelclaraZonacolonialadeDiámetro
IE




                          (3) 

 

3.4.2 Cultivo sumergido 

 

Se depositaron 200 ml de medio M2 sin glucosa en matraces Erlenmeyer de 500 ml 

para inducir la producción de lipasas y proteasas. Para inducir proteasas el medio 

mínimo se ajustó el pH a 5.0 y se adicionó 1% de caseína después de que el medio 

mínimo se esterilizó y enfrió [65]. Para inducir la producción de lipasas se añadió 2% 

de aceite de oliva y el pH se ajustó a 5.0 [70]. Los medios fueron esterilizados a 

120°C por 15 minutos y cuando estuvieron fríos se le adicionó 20 µg/ml de 
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gentamicina. Los matraces fueron inoculados a una concentración final de 1x106 

conidios/ml y se incubaron a 25°C y 180 rpm en una incubadora con agitación (New 

Brunswick Scientific CO. INC. Series 25). Se tomaron 4 ml de alícuotas del cultivo al 

tiempo cero y cada 24 horas. Las muestras fueron centrifugadas a 10 864 x g a 5°C 

por 15 minutos (AllegraTM X-22R Centrifuge Beckman Coulter). Los sobrenadantes 

fueron almacenados a 5°C hasta el momento de su análisis. 

 

3.4.2.1 Actividad proteolítica 

 

La actividad de proteasas fue ensayada de acuerdo a García-Carreño y col. [33]. La 

actividad se estimó en una mezcla de reacción conteniendo 200 µl del sobrenadante 

del cultivo del hongo libre de micelio, se le añadió 300 µl de una solución 

amortiguadora de Tris/HCl 50 mM, pH 8.0, más 500 µl de azoca ceína 0.5% (w/v) 

disuelta en solución amortiguadora Tris/HCl pH 8.0 previamente acondicionada a 

25°C. Se incubó inmediatamente a 25°C por 20 minutos y 22 oscilaciones por minuto 

en un baño termo agitado (Precisión Scientific). Después de transcurridos los 20 min 

se detuvo la reacción con 500 µl de ácido ticloroacético (TCA) al 10% (w/v). Después 

la mezcla se centrifugó por 5 minutos a 15 000 rpm en una microcentrífuga Microfuge 

ETM Beckman (VWR Scientific) para remover la proteína precipitada. Al sobrenadante 

obtenido se le midió la absorbancia a 366 nm en un espectrofotómetro (Spectronic 

21). Para ajustar a cero el equipo se utilizó agua destilada. Se preparó un blanco 

añadiendo la solución de enzima e inactivando inmediatamente la reacción 

adicionando 500 µl de TCA al 10%. La absorbancia del blanco se restó a la de la 

muestra. Una unidad de actividad de proteasa fue definida como la cantidad de 

enzima necesaria para incrementar 0.01 la D.O. a 366 nm por minuto. 

 

3.4.2.2 Actividad lipolítica 

 

La actividad de lipasas fue determinada colorimétricamente por el método de p-

nitrophenyl palmitato (pNPP) de acuerdo a Berekaa y col., [11]. Se preparó una 

mezcla de reacción añadiendo 1 ml de la solución (1) gota a gota a 90 ml de solución 
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(2) para obtener una emulsión. La solución (1) contiene 90 mg de p-

nitrophenylpalmitato disuelto en 30 ml de 2-propanol. La solución (2) contiene 2 g de 

Triton-X 100, 0.5 g de goma arábiga y 207 mg de deoxicolato de sodio disuelto en 

450 ml de Tris/HCl 50 mM pH 8.0. 

 

El análisis se realizó con 900 µl de la mezcla de reacción descrita anteriormente y 

100 µl de la solución de enzima, se mezcló y se incubó a 25°C por 10 minutos. La 

reacción se inactivó poniendo los tubos de reacción en un baño con hielo por 10 

minutos, posteriormente se centrifugó a 15,000 rpm por 5 min en una microcentrifuga 

Microfuge ETM Beckman (VWR Scientific). El sobrenadante fue transferido a tubos de 

ensaye y se mantuvieron en un baño de hielo. El p-nitrofenol liberado fue medido a 

410 nm, ajustando a cero con solución amortiguadora de Tris-HCl 50 mM, pH 8.0. El 

incremento de p-nitrofenol liberado fue determinado cuantitativamente con una curva 

estándar de p-nitrofenol preparada de acuerdo a Margesin y col. [56]. 

 

Una unidad de lipasa fue definida como el incremento de enzima que libera 1 µmol 

de p-nitrophenol del sustrato por minuto. 

 

Las actividades enzimáticas totales en cultivo sumergido fueron reportadas como el 

área de actividad integrada desde el tiempo de detección hasta el tiempo en que la 

actividad máxima fue alcanzada. 

 

3.5 Virulencia de las conidias aéreas y sumergidas en larvas de Galleria 

mellonella (Lepidoptera:Pyralidae). 

 

Se utilizaron tres réplicas de 10 larvas de Galleria mellonella del último instar para el 

bioensayo. Las larvas fueron tratadas con conidios aéreos producidos en agar-arroz 

y propágulos sumergidos producidos en medio M2 de las cepas P43A y PCC. Las 

larvas fueron sumergidas en 10 ml de etanol al 70% por 10 s para su desinfección, 

después fueron colocadas en sanitas estériles para que se absorbiera el exceso de 

alcohol. Diez larvas fueron depositadas por inmersión en una suspensión de conidios 
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de 1x108 conidios/ml en Tween 80 al 0.05% por 20 s de conidios aéreos, o 

propágulos sumergidos. En los controles de las larvas se sumergieron en Tween 80 

0.05% y en medio mineral sin conidios. Después las larvas fueron depositadas en 

cajas Petri estériles de 90 mm de diámetro, dentro de las cuales se depositó el 

alimento (una mezcla de avena, miel y vitaminas previamente estéril) y una pieza de 

algodón húmeda. El bioensayo fue mantenido a 25°C. Cada tratamiento fue hecho 

por triplicado. La mortalidad fue registrada cada 24 horas durante 12 días [82]. Se 

determinaron el porcentaje de mortalidad ó mortalidad acumulada, la mortalidad real 

y el porcentaje de mortalidad corregida; considerando la mortalidad obtenida en el 

control absoluto, de acuerdo a las siguientes ecuaciones [1]. 

 

)100(
sec

sec
% x

totalestosIn

muertostosIn
Mortalidad                                                                        (4) 

vehículoMortalidadotratamientMortalidadrealMortalidad                                            (5) 

)100(
100

% x
blancoMortalidad

blancoMortalidaotratamientMortalidad
corregidaMortalidad




                     (6) 

 

Se estimó el tiempo letal (TL50) por medio de un análisis probit [52]. 

 

3.6 Curvas de secado 

 

Se pesaron de 0.5 a 1.0 g de conidios aéreos producidas en arroz o de propágulos 

sumergidos cultivados en el medio M2 se pesaron de 0.5 a 1.0 g y se colocaron en 

un plato de aluminio de 9 cm de diámetro y 2.5 cm de altura previamente a peso 

constante. Las esporas fueron secados en una estufa de convección de aire (VWR 

1350F). Dentro de la estufa se colocó una pieza de poliestireno expandido (frigolit) 

de 2 cm de espesor para aislar las muestras de la superficie caliente. En el fondo de 

la estufa se colocó una charola con silica-gel y en otra NaOH en escamas para la 

absorción de la humedad del aire. Las temperaturas de secado fueron 30°C, 40°C, 

50°C y 60°C. Para cada temperatura de secado se utilizaron tres réplicas. Las 

muestras fueron pesadas cada 2 minutos para registrar la pérdida de humedad hasta 
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obtener un peso de equilibrio. La pérdida de humedad durante el tiempo de secado 

fue obtenida por diferencia de la humedad total de la muestra menos la humedad 

registrada en cada tiempo de secado [78]. La viabilidad de los conidios después del 

tratamiento de secado se reportó como índice de sobrevivencia (Is) ecuación 7. 

 

3.6.1 Índice de sobrevivencia 

 

La viabilidad de las conidias aéreas y propágulos sumergidos después del 

tratamiento de secado se reportó como índice de sobrevivencia y fue obtenido de la 

relación del porcentaje de conidias o propágulos germinados entre la germinación 

del control ecuación 12 (sección 3.11.2) [44]. 

 

CONTROLDELNGERMINACIÓ

GERMINADOSCONIDIOS
Is

%

%
                                                        (7) 

 

3.6.2 Coeficientes difusivos de secado 

 

Para obtener los coeficientes difusivos durante el secado de las conidios se asumió 

una distribución uniforme de la humedad inicial en ausencia de resistencias externas, 

para lo cual se utilizó la solución analítica de la ley de Fick para una esfera 

expresándose en la siguiente ecuación: 














 




2

2
2

1
22

0

* 16

R

Dt
nExp

nXeX

XeX
X

n




                                            (8) 

 

Para tiempos de secado largos y para relación de humedad adimensional               

(X-Xe/Xo-Xe) menores que 0.6 sólo se utiliza el primer término (n=1) de la ecuación 

anterior, para estimar la velocidad de secado, deduciéndose entonces esta 

expresión: 
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donde α es una constante, y k es la denominada constante de secado. De esta 

expresión es posible obtener el coeficiente de difusión efectiva (Def), ya que k=Def/r
2. 

La influencia de la temperatura (T) sobre este coeficiente puede establecerse 

mediante la ecuación de Arrhenius Def = Doe
(-Ea/RT), obteniendo de aquí la 

correspondiente energía de activación Ea, y la constante Do. En las ecuaciones 

anteriores: X es contenido de humedad en cada momento, Xo es el contenido inicial 

de humedad, Xe el contenido de humedad de equilibrio, t es el tiempo, a es constante 

y k es la constante de secado. 

 

Para la estimación de la difusividad de la humedad, en un diagrama 

semilogaritmico, se graficó la relación de la humedad adimensional (X-Xe/Xo-Xe) 

obtenida de los datos experimentales contra el tiempo. Esta gráfica debe ser una 

línea recta sobre el primer periodo de velocidad de decaimiento. La pendiente de 

esta línea recta es considerada igual a: 
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de donde la difusividad efectiva (Deff) es determinada considerando tiempos 

suficientemente largos, como se muestra en la siguiente ecuación, tomando 

solamente el primer término de la ecuación anterior y linealizando [21]. 
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3.7 Tolerancia a la irradiación ultravioleta 

 

Se preparó una suspensión de conidias aéreas y/o propágulos sumergidos de 

1x107 conidias ml en 100 ml de agua desionizada estéril y se le añadió 3 g de perlas 

de vidrio de 1 mm de diámetro. La suspensión fue agitada manualmente por 5 

minutos. Se tomaron 10 ml de esta suspensión y se colocaron en una caja Petri de 

vidrio estéril y se colocaron dentro de una cámara provista de una lámpara de luz UV 

(Model UVGL-58 Mineralligth®, Lamp Multiband UV-254/366nm 115 volts, 6 watt, 60 

Hz 0.16 AMPS, San Gabriel, CA 91778 USA) a una distancia de 20 cm. Las conidias 

fueron irradiadas a 366 nm de 8 a 24 horas y a 254 nm durante 5 a 60 minutos [27]. 

La viabilidad se reportó como índice de sobrevivencia (Is) ecuación 7 (sección 3.6.1) 

[44]. 

 

3.8 Rompimiento de las conidias 

 

Se pesaron 30 mg de conidios liofilizados, se depositaron en un tubo Falcon de 50 

ml y se re suspendieron en 500 µl de agua des ionizada. Las conidias se rompieron 

introduciendo al tubo una punta del Sonicador Branson Sonifier 250 a una 

profundidad de 6 ó 7 mm. Las muestras fueron sonicadas por 1, 2 y 3 minutos. 

 

3.9 Extracción de azúcares alcohol y trehalosa 

 

Los conidios rotos se transfirieron a un tubo de ensaye de vidrio de 13x100 mm y 

se colocaron en un baño de agua a ebullición por 5, 10, 20 y 30 minutos para extraer 

los azúcares-alcohol y trehalosa. Después las muestras fueron centrifugadas dos 

veces por 5 minutos a 15 000 rpm en una Microfuge (ETM Beckman Model Mico E 

VWR Scientific), el sobrenadante fue congelado hasta el momento de analizarse [40]. 
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3.10 Extracción de melanina 

 

La melanina se extrajo de acuerdo al método de Butler and Lachance [14] por 

análisis de digestión alcalina con NaOH con pequeñas modificaciones. Se utilizaron 

conidias aéreas y propágulos sumergidos secos previamente pesados a los que se 

les añadió 100 ml de acetona, se mezclaron y se calentaron a 50 °C por 30 minutos, 

después la mezcla fue centrifugada. Las conidias aéreas ó propágulos sumergidos 

fueron lavados con 3 volúmenes de 50 ml de agua desionizada y se centrifugaron a 

5000 g por 10 minutos. El paquete de conidias o propágulos fue resuspendido con 

100 ml de etanol absoluto y calentado a 85 °C por 3 horas. La preparación fue 

centrifugada, lavada con un volumen de 3x50 ml de agua desionizada y se 

resuspendió en 100 ml de HCL concentrado y se calentó a 85 °C por 18 horas. En 

seguida se lavó el sólido obtenido de la digestión ácida con agua desionizada 

utilizando agitación magnética. Se dejó reposar hasta sedimentar los sólidos, el 

sobrenadante fue descartado. Se hicieron diversos lavados con agua desionizada 

para elevar el pH a 7.0. La melanina fue filtrada sobre una membrana MF-Type 

(Millipore  HAWG047S6) se secó a 80 °C por 2 horas y se registró el peso final. 

 

3.11 Técnicas analíticas 

 

3.11.1 Análisis de azucares alcoholes y trehalosa 

 

Se preparó una solución concentrada de cada estándar de 30 mg/ml de cada 

estándar (glucosa (Baker Analyzed), trehalosa (Sigma), manitol (EM Science) y 

glicerol (Merck)). El rango de concentraciones de la curva estándar fue de 400 a 

2000 µg/ml [40]. 

 

Los azúcares alcoholes y trehalosa fueron separados en un HPLC Varian Pro Star 

Modelo 230, usando una columna Bio-Rad Aminex HPX-87p de 300x7.8 mm. Se 

utilizó una guarda columna Bio-Rad Aminex HPX-87p. La fase móvil fue agua grado 

HPLC filtrada a través de una membrana MF-Type (mixed cellulose esters Millipore 
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HAWG047S6),después fue esterilizada a 121°C por 15 minutos, enfriada y 

finalmente fue desgasificada por 60 minutos. Muestras de 20 µl de la solución de 

estándar fueron inyectadas y separadas con un flujo de 0.6 ml/minuto a 85°C por 

triplicado. Se utilizó un detector de Índice de Refracción Varian Star 9040 (a 35°C, 

tiempo de respuesta normal, rango de señal 256). Las señales fueron registradas en 

un programa Picolog recorder. El programa Origin Pro 8.5.1 se utilizó para graficar 

las señales e integrar las áreas. 

 

3.11.2 Cuenta total de conidias aéreas y propagulos sumergidos 

 

La cuenta de conidios aéreos y propagulos sumergidos se realizó en una cámara 

de Neubauer bajo la lente de 40X de un microscopio óptico Leica ATC 2000 [18]. Se 

consideró como conidias sumergidas aquellas células de forma cilíndrica u ovoide de 

no más 3-4 x 1-2 µm y como blastosporas a las células alargadas de forma cilíndrica 

con una ligera constricción en el centro [79]. Para la determinación del porcentaje de 

viabilidad además de la cuenta total de esporas se contaron las esporas germinadas 

y no germinadas utilizando la misma técnica de conteo. La diferencia entre una 

espora no germinado a la de una germinada es que estas últimos presentan el 

crecimiento de un tubo germinal de una longitud de aproximadamente el doble de la 

longitud de su tamaño original, el % de viabilidad se calculó de acuerdo a la relación 

de la ecuación 12 [18]. 

)100(% x
TOTALESCONIDIOS

GERMINADOSCONIDIOS
Viabilidad                                           (12) 

3.11.3 Determinación de humedad 

 

Un gramo de arroz-conidio se secó a 100 °C por 24 horas. El contenido de 

humedad fue obtenido por diferencia de peso antes y después del secado y fue 

reportado como porcentaje de humedad 

(http://www.isoch.cl/lab_amb/met_analitico/ambiente%20pdf/HUMEDAD_en_estufa_

de  aire.pdf )  

http://www.isoch.cl/lab_amb/met_analitico/ambiente%20pdf/HUMEDAD_en_estufa_de%20%20aire.pdf
http://www.isoch.cl/lab_amb/met_analitico/ambiente%20pdf/HUMEDAD_en_estufa_de%20%20aire.pdf
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3.11.4 Determinación de biomasa 

 

Todo el contenido del cultivo de un matraz se filtró a través de una membrana de 

filtración previamente pesada MF-Type (mixed cellulose esters Millipore 

HAWG047S6) con vacío y se secó a 100 °C por 2 horas. Cada medición fue hecha 

por triplicado. 

 

3.11.5 Cuantificación de melanina 

 

La melanina fue cuantificada construyendo una curva de calibración a partir de una 

solución stock de 2.5 mg/ml de melanina de Sepia officinalis (M2649-100MG SIGMA) 

en un rango de concentraciones de 0.1 a 0.3 mg/ml utilizando el método de digestión 

alcalina de Butler and Lachance (1986) por triplicado. A cada concentración se le 

añadió 3 ml de NaOH 0.62 N (concentración final de NaOH 0.5 N) se calentaron a 

121 °C por 30 minutos en un autoclave. Las muestras fueron enfriadas y se registró 

la absorbancia a 540 nm (A540nm) utilizando NaOH 0.5 N como referencia. 

 

3.12 Análisis estadístico. 

 

Se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una vía para examinar el efecto de la 

temperatura sobre la velocidad específica de crecimiento (µ), actividad enzimática, 

índice de sobrevivencia al secado, humedad e irradiación UV, coeficientes difusivos 

de secado, azúcares-alcohol, trehalosa, melanina, TL50, TempL50, Ih50 y DL50 para 

cada cepa en cultivo sólido o sumergido se utilizó un diseño de bloques al azar 

(RCBD) para analizar el efecto de la temperatura y diferentes sustratos sobre µ, 

actividades enzimáticas, los índices de sobrevivencia después del secado e 

irradiación para los cultivos en sólido y en líquido. Se hizo la comparación de medias 

por el método de Tuckey-Kramer (HSD) a un nivel de significancia de α = 0.05. Se 

utilizó el software SPSS 17.0 para todos los análisis estadísticos. 
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RESULTADOS 

 

En la Figura 4.1 se muestra la morfología colonial de los aislado P43A y PCC de 

Isaria fumosorosea en ADSY a los 15 días de incubación. 

 

 

Figura 4.1 Colonias de Isaria fumosorosea cepas A) P43A y B) PCC cultivadas en 
ADSY a 28 °C por 15 días. 

A 

B 
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4.1 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento 

 

En cultivo sólido la cepa PCC tuvo una µ más alta que la cepa P43A para 

temperaturas de 20 a 28 °C (p < 0.001), sin embargo la µ de la cepa P43A fue 

superada a 32 °C y fue 2 veces mayor que la de la cepa PCC (p < 0.05). La 

temperatura óptima de crecimiento fue de 25 °C para ambas cepas. La temperatura 

tuvo un mayor efecto sobre µ para la cepa PCC que para la cepa P43A, ya que para 

esta última los incrementos en la µ hasta llegar a la temperatura óptima y los 

decrementos de µ a temperaturas mayores fueron menores excepto a 34 °C, dado 

que a esta temperatura dicha cepa no creció (Figura 4.2). La µ de la cepa PCC fue 

1.4 veces más alta que la cepa P43A a 20 °C (p < 0.05) y 1.8 veces más alta a 25 °C 

(p < 0.05). 

 

En cultivo sumergido, ambas cepas crecieron en el rango de 20 a 34 °C y la 

temperatura óptima de crecimiento para ambas cepas fue de 28 °C (Figura 4.2). 

Aunque a esta temperatura la velocidad específica de crecimiento de la cepa P43A 

(µ= 0.3674 h-1) fue 1.4 veces más alta que para PCC (µ= 0.2573 h-1; p << 0.001). La 

µ de ambas cepas en el rango de temperaturas probadas fue más alta en cultivo 

sumergido que en cultivo sólido. La µ de la cepa PCC en cultivo sumergido a la 

temperatura óptima de crecimiento (28 °C) fue 8.8 veces más alta que la µ obtenida 

en medio sólido. Mientras que para la cepa P43A la µ fue de 22.3 veces más alta en 

medio sumergido. Ambas cepas formaron esférulas a temperaturas iguales a 30 °C o 

más altas en CDS. El porcentaje de propágulos sumergidos (conidias y blastosporas) 

fue diferente para ambas cepas cuando se cultivaron en el medio M2 a 28°C. El 

cultivo de PCC produjo 66.7% de conidias y 33.3% de blastosporas, mientras que el 

cultivo de P43A produjo 84.3% de conidias y 15.6% de blastosporas. 
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Figura 4.2 Efecto de la temperatura sobre la velocidad específica de crecimiento de 
Isaria fumosorosea cepas P43A y PCC en cultivo sólido y el cultivo sumergido. 
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4.2 Producción de lipasas, proteasas y quitinasas 

 

Ambos aislados produjeron lipasas, proteasas y quitinasas en medio sólido. Los 

índices enzimáticos se muestran en la Tabla 4.1 y la producción de estas enzimas en 

medio sólido en las Figuras 4.3, 4.4 y 4.5. La cepa P43A produjo 1.51 veces más 

actividad de proteasas que la cepa PCC (p << 0.001), mientras que la actividad de 

lipasas y quitinasas fue similar en ambas cepas. Las cepas PCC y P43A fueron 

capaces de crecer en cultivo sumergido en aceite de oliva y caseína como única 

fuente de carbono. La actividad de proteasas fue detectada en las primeras 18 horas 

en la cepa PCC mientras que en la cepa P43A se detectó a las 72 horas y la 

actividad acumulada de proteasa en la cepa PCC fue 2 veces mayor que la actividad 

de la cepa P43A (p < 0.05). La actividad de lipasas fue detectada a las 72 horas en 

ambas cepas. La cepa PCC produce 1.8 veces más actividad de lipasas que la cepa 

P43A (p < 0.05). La cepa P43A produce 8.7 veces más actividad de lipasas que 

proteasas en cultivo sumergido (p < 0.001) (Figura 4.6). La µ de la cepa PCC en 

caseína fue de 2.4 veces más alta (p << 0.001) que la de la cepa P43A, pero ambas 

cepas tuvieron una µ baja en aceite de oliva (Figura 4.7). 

 

Tabla 4.1 Índices enzimáticos de la producción extracelular de quitinasas, lipasas y 
proteasas en cultivo sólido por Isaria fumosorosea aislados P43A and PCC. 

Aislado 

Indice Enzimático (Medias±DE) 

Quitinasas Lipasas Proteasas 

P43A 1.689±0.059b 2.202±0.781a 2.037±0.783a 

PCC 1.577±0.075b 2.401±0.154a 1.345±0.104b 

a,b Medias en la misma columna con diferente superíndice son significativamente 
diferentes (Tukey´s, p<0.05) 
DE: Desviación Estándar (basada en tres réplicas)  
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Figura 4.3. Producción de proteasas en agar nutritivo con leche descremada por los 
aislados de I. fumosorosea. A) P43A y B) PCC. 

A 

B 
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Figura 4.4 Producción de lipasas en medio mineral con Tween 20 de los aislados de 
I. fumosorosea. A) P43A y B) PCC. 

A 

B 
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Figura 4.5 Producción de quitinasas en medio mineral con quitina por los aislados de 
I. fumosorosea A) P43A y B) PCC. 

A 

B 
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Figura 4.6 Producción de enzimas proteasas y lipasas en el cultivo sumergido de I. 
fumosorosea cepas P43A y PCC utilizando 1% caseína o 2% aceite de olivo como 
única fuente de carbono. 

 

 

Figura 4.7 Velocidad especifica de crecimiento de I. fumosorosea cepas P43A y 
PCC en medio M2 utilizando caseína al 1% y aceite de olivo al 2% como única fuente 
de carbono. 
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4.3 Virulencia de conidias aéreas y propágulos sumergidos de los aislados en 
larvas de Galleria mellonella (Lepidoptera:Pyralidae). 

 

La Figura 4.8 muestra la mortalidad corregida de larvas de Galleria mellonella 

tratadas con los conidias aéreos o propágulos sumergidos (conidias y blastosporas)  

de las condiciones experimentales usadas los conidios aéreos de la cepa PCC 

fueron más letales que los de la cepa P43A (p<0.05). A partir del cuarto día, una 

fracción de las larvas tratadas con conidios aéreos de PCC fueron cubiertos 

parcialmente con micelio. Cuando se usaron los propágulos sumergidos de PCC el 

micelio empezó a emerger a los 3 días en una fracción de larvas. Cuando las larvas 

fueron inoculadas con conidias aéreas de la cepa P43A, se observaron larvas 

micosadas a los 7 días y cuando se inocularon con propágulos sumergidos se 

observó micosis en las larvas a los 4 días. 

 

La Tabla 4.2 muestra los valores del tiempo letal 50 (TL50) para conidias aéreas y 

sumergidos de las cepas P43A y PCC. 

 

 

 
Figura 4.8 Mortalidad corregida de larvas de Galleria mellonella tratadas con 
conidias aéreas o propágulos sumergidos (conidias y blastosporas) de las cepas 
P43A y PCC. 



 58 

 
Tabla 4.2 Tiempo letal 50 (TL50) de conidias aéreas y sumergidas de Isaria 
fumosorosea de los aislados P43A and PCC en larvas de G. mellonella. 

Aislado Propágulos TL50 días±DE 

P43A 

Aéreos 8.30±1.45a 

Sumergidos 8.46±0.20a 

PCC Aéreos 4.86±0.47b 

Sumergidos 6.25±0.12a 

a-b Medias en la columna con diferente superíndice son significativamente diferentes 
(Tukey´s, p<0.05) 
TL50 los valores fueron determinados usando el análisis probit (p<0.05) 
DE: Desviación Estándar (basada en tres réplicas) 
 

 

4.4 Secado de conidias aéreas y propágulos sumergidos 

 

4.4.1 Curvas de secado 

 

La Figura 4.9 muestra las curvas de secado de conidias aéreas y propágulos 

sumergidos de I. fumosorosea. En esta figura podemos observar que a medida que 

se incrementa la temperatura de secado el tiempo que se necesita para llegar a la 

humedad en equilibrio se reduce, que la humedad final de las esporas depende de la 

temperatura de secado y que las curvas de secado de las condias aéreas de ambos 

aislados presentan perfiles similares, que a su vez son diferentes de los propágulos 

sumergidos. 

 

En la Tabla 4.3 se muestran los contenidos de humedad y tiempos de equilibrio 

durante el secado de las conidias aéreas y propágulos sumergidos de las cepas en 

estudio. 
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Figura 4.9 Curvas de secado con convección de aire a diferentes temperaturas de 
conidias aéreas y de I. fumosorosea de las cepas P43A y PCC: A) P43A conidias 
aéreas, B) P43A propágulos sumergidos, C) PCC conidias aéreas y D) PCC 
propágulos sumergidos. 
 
 

4.4.2 Coeficientes difusivos de secado y la temperatura 

 

La Figura 4.10 muestra los coeficientes difusivos de secado obtenidos durante el 

secado a las diferentes temperaturas de prueba. Las conidias aéreas presentaron 

menores coeficientes difusivos en relación con las cepas sumergidas en cada una de 

las temperaturas de secado probadas. Los coeficientes difusivos de la cepa P43A 

A
A 

B
B 

C D 
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sumergida son de 2.6 a 3.6 veces mayores que los de la cepa P43A aérea, mientras 

que los coeficientes difusivos de secado de las cepa PCC sumergida son de 1.45 a 

2.73 veces mayores que los de la cepa PCC aérea. Los coeficientes difusivos de 

secado de las conidias aéreas de P43A presentaron diferencias significativas en 

todas las temperaturas de secado (p<0.05), mientras que los coeficientes difusivos 

de secado de los propágulos sumergidos de P43A sumergida presentaron 

diferencias significativas entre las temperaturas de secado de 30 y 40°C (p<0.05), 

pero entre 50 y 60°C no hubo diferencias significativas (p>0.05). En el caso de las 

conidias aéreas de la cepa PCC hubo diferencias significativas entre 60°C con las 

temperaturas de 30, 40, y 50°C (p<<0.001). Los coeficientes difusivos de secado de 

los propágulos sumergidos de la cepa PCC presentaron diferencias significativas 

entre las temperaturas de 30, 40°C con las temperaturas de 50 y 60°C (p<<0.001). 

 
 
Tabla 4.3 Contenidos de humedad y tiempos de equilibrio durante el secado con 
convección de aire de conidias aéreas (CA) y propágulos sumergidos (PS) de I. 
fumosorosea cepas P43A y PCC. 

 

 

Temperatura 

de secado 

°C 

 

P43A CA 

 

P43A PS 

 

PCC CA 

 

PCC PS 

% 

Humedad 

final 

Tiempo 

Secado 

minutos 

% 

Humedad 

final 

Tiempo 

Secado 

minutos 

% 

Humedad 

final 

Tiempo 

Secado 

minutos 

% 

Humedad 

final 

Tiempo 

Secado 

minutos 

 

% Humedad 

inicial 

 

17.52 

 

0 

 

99.89 

 

0 

 

40.12 

 

0 

 

89.76 

 

0 

 

30 

 

6.36 

 

87 

 

8.55 

 

58 

 

6.90 

 

60 

 

2.42 

 

42 

 

40 

 

5.55 

 

46 

 

7.48 

 

36 

 

5.57 

 

49 

 

1.53 

 

34 

 

50   

 

5.05 

 

30 

 

6.59 

 

30 

 

4.09 

 

34 

 

0.78 

 

22 

 

60 

 

4.53 

 

26 

 

4.83 

 

22 

 

3.09 

 

24 

 

    0.03 

 

18 
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Figura 4.10 Coeficientes difusivos de secado a diferentes temperatura de A) conidias 
aéreas y B) propágulos sumergidos de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 

A 

B 
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4.4.3 Efecto de la temperatura de secado en la sobrevivencia 

 

La Figura 4.11 muestra el Índice de sobrevivencia al secado a distintas temperaturas 

para conidias aéreas y propágulos sumergidos de ambas. Ambas cepas presentaron 

a 30°C un mayor índice de sobrevivencia, y el menor índice a 60°C para cada una de 

las cepas. Las cepas P43A y PCC aéreas presentan un mayor índice de 

sobrevivencia que las cepas sumergidas. La cepa PCC aérea tuvo un mayor índice 

de sobrevivencia respecto a la cepa P43A aérea en las temperaturas de secado de 

50 y 60°C. 

 

Ambas cepas presentan diferencias significativas en cada una de las temperaturas 

de secado por la comparación de medias de Tukey (p<<0.001), pero el índice de 

sobrevivencia a la temperatura de 40°C no mostró diferencias significativas (p < 

0.05). Los índices de sobrevivencia para cada una de las cepas se ajustan a un 

modelo lineal (Figura 4.11). 

 

4.4.4 Efecto de la temperatura de secado en la germinación 

 

La Tabla 4.4 muestra el efecto de la temperatura de secado en la germinación, 

después del tratamiento de secado. Los propágulos sumergidos presentaron un 

menor tiempo de germinación en relación a las conidias aéreas excepto los de P43A 

secados a 60°C.  

 

Los propágulos sumergidos y las conidias aéreas de PCC secados a 30 o 40°C 

germinaron más rápido que los de P43A, pero a 50°C y 60°C los tiempos de 

germinación fueron iguales para ambas cepas, excepto en el caso de los propágulos 

sumergidos de P43A que después del secado a 50°C tardaron 10 h en germinar. 
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Figura 4.11 Índices de sobrevivencia a diferentes temperaturas de secado con 
convección de aire de esporas de I. fumosorosea de las cepas P43A y PCC 
producidas en cultivos sólido ó sumergido. 
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Tabla 4.4 Efecto de la temperatura de secado en el tiempo de germinación de 
conidias aéreas y propágulos sumergidos de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 
 

                 CEPAS 

              Tiempo de Germinación en horas 

Temperatura 

°C 

P43A 

Conidias 

aéreas 

P43A 

Propágulos 

sumergidos 

PCC 

Conidias 

aéreas 

PCC 

Propágulos 

sumergidos 

Control 6 4 5 3 

30 6 4 5 3 

40 6 4 5 3 

50 5 4 5 4 

60 5 10 5 4 

 

4.4.5 Temperatura letal 50 (TempL50) 

 

La Tabla 4.5 muestra la temperatura letal 50 (TempL50), es decir la temperatura a la 

que el 50% de las esporas mueren. Tanto las conidias aéreas como los propágulos 

sumergidos de la cepa PCC resistieron mejor el secado que los de P43A. El análisis 

estadístico de la comparación de medias de Tukey mostró que tanto las conidias 

aéreas y sumergidas de cada una de las cepas tuvieron diferencias significativas en 

sus TempL50 (p<<0.001). 

 

4.4.6 Coeficientes difusivos de secado y el Índice de sobrevivencia al secado 

 

La Figura 4.12 muestra la relación del índice de sobrevivencia y los coeficientes de 

difusión del secado a las temperaturas de 30, 40, 50 y 60°C.de conidias aéreas y 

propágulos sumergidos de I fumosorosea En esta figura se observa que el índice de 

sobrevivencia es inversamente proporcional al incrementarse los coeficientes de 
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difusión con la temperatura de secado y que para el mismo coeficiente de difusión la 

sobrevivencia es similar para las conidias aéreas y los propágulso sumergidos, con 

la reserva de que solo se pueden comparar en un estrecho intervalo en el que los 

coeficientes son similares, porque los coeficientes de difusión de los propágulos 

sumergidos fueron mayores que los de las conidias aéreas. 

 

Tabla 4.5 Temperatura letal 50 (TempL50) de conidias aéreas y propágulos 
sumergidos de I. fumosorosea cepas P43A y PCC secadas con aire a 30, 40, 50 y 
60°C. 

 
CEPA 

 
TempL50 ± DE* 

 
P43A Conidias aérea 

 
54.88 ± 0.4271 a 

 
P43A Propágulos sumergidos 

 
47.00 ± 0.0975 b 

 
PCC Conidias aéreas 

 
64.76 ±  0.2818 c 

 
PCC Propágulos sumergidos  

 
49.43 ± 0.1589 d 

           *Letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes α = 0.05 

 

4.5 Irradiación Ultravioleta 

 

4.5.1 Efecto de la irradiación UV 366 nm en la sobrevivencia 

 

La Figura 4.13 muestra el efecto de la dosis de irradiación a 366 nm sobre el índice 

de sobrevivencia. La irradiación a esta longitud de onda tuvo poco efecto sobre la 

viabilidad de las conidias aéreas y propágulos sumergidos de ambas cepas, después 

de una exposición por 24 horas a la una dosis máxima probada (822.88 J/cm2) el 

índice de sobrevivencia fue mayor a 0.9. Los tiempos de germinación después de 

una exposición por 24h a una dosis fueron muy similares a los del control (Tabla 4.6). 
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Figura 4.12 Coeficientes de difusión de secado e índice de sobrevivencia de A) 
conidias aéreas y B) propágulos sumergidos de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 

A 

B 
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Figura 4.13 Efecto de la irradiación UV366 nm en la sobrevivencia de conidias aérea y 
propágulos sumergidos de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 

 

 

Tabla 4.6 Efecto de la irradiación UV366 nm en el tiempo de germinación después de 
irradiar las conidias aéreas y los propágulos sumergidos de I fumosorosea cepas 
P43A y PCC por 24 h a una dosis de 822.88 J/cm2. 

IRRADIACIÓN 
UV 366 nm 

Dosis (J/cm2)/ 
horas  de 
exposición 

P43A 
conidias 
aéreas  

Tiempo 
Germinación 

(h) 

P43A 
propágulos 
sumergidos 

Tiempo 
Germinación 

(h) 

PCC 
conidias 
aéreas 

Tiempo 
Germinación 

(h) 

PCC 
propágulos 

Sumergidos 
 

Tiempo 
Germinación 

(h) 

Control (NI) 7 3 5 3 

 

822.88 / 24 

 

8 

 

3 

 

6 

 

3 

NI = No Irradiado 
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4.5.2 Efecto de la irradiación UV 254 nm en la sobrevivencia 

 

La Figura 4.14 muestra el efecto de la irradiación ultravioleta a 254 nm sobre la 

viabilidad de las conidias aéreas y propágulos sumergidos de las cepas P43A y PCC. 

Las conidias aéreas de ambas cepas fueron más resistentes a la radiación que los 

propágulos sumergidos a dosis hasta 11.42 J/cm2 por un tiempo de 5 a 20 minutos, a 

dosis mayores todas las esporas fueron muy sensibles y el índice de sobrevivencia 

disminuyó de menos de 0.2 hasta valores cercanos a 0.1. 

 

 

 

 

 
Figura 4.14 Efecto de la irradiación UV 254 nm en la sobrevivencia de conidias aéreas 
y propágulos sumergidos de I, fumosorosea cepas P43A y PCC. 
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4.5.3 Efecto de la irradiación UV254 nm  en la germinación 

 

La radiación UV254 tuvo un mayor efecto sobre las esporas de la cepa PCC que sobre 

las de la cepa P43A. En esta última cepa el tiempo de germinación fue el mismo 

independiente del tiempo y dosis de radiación, tanto para las conidias aéreas como 

para los propágulos sumergidos. Las conidias aéreas de PCC presentaron el mismo 

comportamiento mientras que para los propágulos sumergidos el tiempo de 

germinación se incrementó al incrementar la dosis de radiación (Tabla 4.7). 

 

 

Tabla 4.7 Efecto de la radiación UV254 nm en el tiempo de germinación de conidias 
aéreas y propágulos sumergidos de I. fumosorosea cepas P43A y PCC 
 

IRRADIACIÓN 
UV 254 nm 

Dosis (J/cm2) / 
minutos de 
exposición 

P43A 
 Conidias 
aéreas 

 
Tiempo 

germinación 
(h) 

P43A 
Propágulos 
sumergidos 

Tiempo 
germinación 

(h) 

PCC  
Conidias 
aéreas 

 
Tiempo 

 germinación 
(h) 

PCC  
Propágulos 
sumergidos 

 
Tiempo 

germinación 
 (h) 

Control (NI) 7 4 7 4 

8.57 / 15 7 18 22 9 

17.14 / 30 7 18 22 9 

25.71 / 45 7 18 22 20 

34.28 / 60 7 18 22 20 

 

 

4.5.4 Dosis letal 50 y tiempo letal 50 de la irradiación con luz UV a 254 nm 

  

La Tabla 4.8 muestra la dosis letal 50 (DL50) y el tiempo letal 50 (TimeL50) al irradiar 

las conidias de I. fumosorosea con luz UV 254 nm. Las conidias aéreas de las cepas 

PCC y P43A fueron más resistentes a esta radiación que los propágulos sumergidos, 
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siendo más resistentes los de la cepa PCC. Sin embargo en el caso de los 

propágulos sumergidos, los de la cepa P43A tuvieron mayor resitencia. La diferencia 

de medias por la prueba de Tukey Kramer para cada tipo de esporas y para cada 

cepa mostró diferencias significativas entre cada una de ellas (p<0.05). 

 

 

Tabla 4.8 Dosis letal 50 (DL50) y tiempo letal 50 (TimeL50) de conidias aéreas y 
propágulos sumergidos de I. fumosorosea cepas P43A y PCC irradiadas con luz UV 
de 254 nm. 

 

CEPA/esporas 

 

DL50 (j/cm2) ± DE* 

 

TimeL50 (minutos) ± DE* 

P43A / conidias 

aéreas 

3.5235 ± 0.0525 a 6.1642 ± 0.0897 a 

P43A /propágulos 

sumergidos 

2.2996 ± 0.0430 b 4.0243 ± 0.0682 b 

PCC/ conidias 

aéreas 

6. 7494 ± 0.0604 c 11.8045 ± 0.1067 c 

PCC/ propágulos 

sumergidos 

1.8286 ± 0.0053 d 3.1935 ± 0.0047 d 

*Letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes α = 0.05. 

 

4.6 Factores biológicos relacionados con la resistencia a la temperatura e 

irradiación 

 

4.6.1 Trehalosa 

 

La Figura 4.15 muestra la concentración de trehalosa en las conidias aéreas y 

propágulos sumergidos de las cepas P43A y PCC. Los datos sugieren que las 

conidias aéreas de la cepa P43A tuvieron una mayor concentración de trehalosa 
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aunque de acuerdo a la prueba de Tukey no se hubo diferencias significativas entre 

el tipo de esporas ni entre las cepas, debido a la dispersión de los datos. (p>0.05). 

 

 

Figura 4.15 Concentración de trehalosa en conidias aéreas y propágulos sumergidos 
de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 
 

 

 

4.6.2 Manitol 

 

La Figura 4.16 muestra la concentración de manitol de las conidias aéreas y 

propágulos sumergidos de las cepas P43A y PCC. En esta figura podemos observar 

que los propágulos sumergidos de la cepa PCC tuvieron la mayor concentración de 

manitol y que no hubo diferencia significa en cuanto a la concentración de este 

compuesto entre las otras esporas (p>0.05). 
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Figura 4.16 Concentración de manitol de conidias aéreas y propágulos sumergidos 
de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 
 

 

 

4.6.3 Glicerol 

 

La Figura 4.17 muestra las concentraciones de glicerol de las conidias aéreas y 

propágulos sumergidos de las cepas P43A y PCC. La mayor concentración de 

glicerol se encontró en las conidias aéreas de la cepa P43A y el análisis estadístico 

de comparación de medias por la prueba de Tukey mostro diferencias significativas 

(p<<0.001) entre las concentraciones de glicerol de los propágulos sumergidos de la 

cepa P43A así como con las esporas de la cepa PCC; mientras que entre estos 

últimos no hubo diferencias significativas entre ellos (p ˂ 0.05). 
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Figura 4.17 Concentración de glicerol en conidias aéreas y propágulos sumergidos 
de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 
 
 
 
4.6.4 Melanina 

 

La Figura 4.18 muestra la concentración de melanina de las conidias aéreas y 

propágulos sumergidos de las cepas P43A y PCC. Las conidias áreas de la cepa 

P43A presentaron la mayor concentración de este pigmento, seguidas por los 

propágulos sumergidos de la misma, mientras que las esporas de PCC tuvieron 

menor concentración, y al igual que en el caso de P43A la concentración fue mayor 

en las conidias aéreas. El análisis estadístico de diferencia de medias por Tuckey 

mostro diferencias significativas en la concentración de melanina en cada de cada 

una de las cepas (p<<0.001). 



 74 

 

 

 
 
Figura 4.18 Concentración de melanina en conidias aéreas y propágulos sumergidos 
de I. fumosorosea cepas P43A y PCC. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

La temperatura es un importante factor abiótico que restringe el uso de los hongos 

entomopatógenos como agentes de control biológico de insectos. La tolerancia de 

temperatura de algunos aislados de hongos está relacionada con su origen 

geográfico. Aislados de hongos de climas templados de Europa mostraron una 

óptima velocidad de crecimiento de 20 a 25 °C, mientras que aquéllos de zonas 

subtropicales húmedas o secas del sur de Estados Unidos y los provenientes del 

trópico húmedo  del oeste de Asía mostraron un óptimo crecimiento de 25 a 28 °C 

[90, 28, 17]. 

 

Las cepas P43A y PCC crecen más rápido en medio líquido que en medio sólido, 

aunque el efecto positivo de la temperatura sobre µ fue ligeramente más 

pronunciado para PCC que para P43A en medio sólido. En cultivo sumergido, ambos 

aislados tienen una temperatura óptima de crecimiento de 28 °C, la cual es similar a 

la de los aislados del trópico húmedo de Asia occidental [90]. Aunque ambas cepas 

crecen rápido en el sistema de cultivo sumergido, la cepa P43A fue la más rápida 

(Figura 4.2). El metabolismo del hongo cambia de acuerdo al sistema de cultivo 

usado y morfología de crecimiento del hongo, esférulas o micelio disperso, grado de 

ramificación de las hifas, longitud de las hifas, etc. Esto es debido a la difusión de 

sustratos y metabolitos, incluyendo la difusión de gases tales como O2 y CO2, dentro 

de la colonia formada en la superficie de un soporte sólido o los agregados  en un 

cultivo sumergido [66, 71, 9]. En cultivo sumergido, ambos aislados crecen como 

micelio disperso a 20, 23, 25 y 28 °C, mientras que a 30, 32 y 34 °C, los aislados 

formaron esférulas cuyo tamaño incrementó con el incremento de temperatura. El 

micelio disperso tiene mayor área de contacto que las esférulas, lo que facilita la 

difusión de nutrientes, gases y metabolitos. Moura y col., [62] encontraron que I. 

fumosorosea e I. farinosa formaron esférulas en cultivos sumergido a 27 ± 0.5 °C 

después que transcurrieron 24 horas de la inoculación, y su tamaño incrementó con 
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la edad del cultivo. Los autores usaron como medio basal Papa Dextrosa y le 

adicionaron arroz, melaza y extracto de levadura. 

 

A altas temperaturas la velocidad específica de crecimiento neta, es decir la 

diferencia entre la velocidad específica de crecimiento y la velocidad específica de 

muerte, de los microorganismos decrece como resultado de la muerte ocasionada 

entre otros por la desnaturalización de proteínas y otras biomoléculas, además de  

que la población requiere más energía para el mantenimiento [36]. También 

encontramos que la temperatura afecta la morfología de los aislados, los cuales 

forman esférulas a temperaturas más altas que la óptima de crecimiento; por lo tanto, 

la difusión de nutrientes, gases y metabolitos hacia el centro del agregado disminuye 

y esto de igual manera pude contribuir al decremento de la µ [67, 88]. Para ambos 

aislados, el decremento de µ al incrementar la temperatura por arriba de la óptima 

fue menor en cultivo sólido comparado con el cultivo sumergido, lo cual sugiere que 

los hongos son más sensibles a la temperatura a medida que crecen más rápido. 

 

Es difícil contrastar nuestros resultados con otros reportes, porque en ellos se 

utilizaron diferentes medios de cultivo y condiciones de cultivo, así como distintas 

cepas de Isaria. Asaff y col. [9] cultivaron I. fumosorosea cepa Pfrd en medio mínimo 

suplementado con 20 g/L de glucosa y 7 g/L de glutamato mono sódico 

monohidratado a 27°C, en estas condiciones de cultivo, la máxima concentración de 

biomasa fue 3.85 g/L, mientras el rendimiento de biomasa en glucosa fue 0.19 y 

µmax= 0.114 h-1. Cuando I. fumosorosea cepa 92117 fueron cultivada con maltosa o 

glucosa como única fuente de carbono se obtuvieron una µmax=0.017 h-1 ó 

µmax=0.265 h
-1, respectivamente a 25°C [87]. La cepa P43A crece más rápido a 28°C 

que la cepa PCC y nuestros resultados sugieren que está mejor adaptada a crecer 

en cultivo sumergido. 

 

La concentración de nitrógeno orgánico afecta la relación de blastosporas:conidias 

en cultivo sumergido. En un medio con 13.2 g/L de casaminoácidos y 80 g/L de 

glucosa, I. fumosorosea cepa Mycotech 612 produce una alta concentración de 
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biomasa y forma blastosporas predominantemente, pero cuando la concentración de 

casaminoácidos fue reducida diez veces, se obtiene una concentración de biomasa 

muy baja, predominando conidias. Estos resultados sugieren que la concentración de 

nitrógeno orgánico favorece la producción de blastosporas [20]. Puesto que el medio 

mínimo utilizado en este trabajo contienen únicamente nitrato de amonio como 

fuente de nitrógeno, era de esperarse que la morfología dominante fueran las 

conidias. La relación blastosporas:conidias fue de 1:5 para la cepa P43A y 1:2 para 

PCC, lo cual sugiere que esta relación depende de las características genéticas del 

aislado entre las especies. Se ha reportado que las conidias sumergidas son más 

resistentes a altas temperaturas y más resistentes a desecación que las blastosporas 

y que las primeras son hidrofílicas y germinan más rápido que las conidias aéreas; 

en consecuencia, estas conidias presentan la ventaja de poder aplicarlas en forma 

acuosa [48]. 

 

Las conidias aéreas y sumergidas de la cepa PCC fueron más letales para las 

larvas del último instar que G. mellonella. Múltiples autores han encontrado que la 

letalidad tiene correlación con la velocidad de germinación de las esporas [90]. La 

relación de blastosporas:conidias en el cultivo sumergido de la cepa PCC fue 1:2 

comparado de 1:5 para la cepa P43A, indicando que el alto contenido de 

blastosporas puede contribuir a incrementar la patogenicidad de los propágulos 

sumergidos de la cepa PCC dado que las blastosporas germinan más rápido que las 

conidias [86]. Además, los propágulos sumergidos de PCC (secados con aire a 

40°C) germinaron después de 3 h, mientras que los de P43A germinaron en 4 h. Las 

conidias aéras de PCC fueron los más letales, que los de la cepa P43A, aunque 

P43A produce más proteasas en cultivo sólido que la cepa PCC y se ha reportado 

que estas enzimas juegan un papel importante en la penetración del huésped, ya 

que la composición de la cutícula del insecto está formada de 70% de proteína [4, 

74]. El valor de LT50 fue similar para las conidias aéreas y propágulos sumergidos de 

la cepa P43A y para los propágulos de PCC, pero esta última produce más 

proteasas en cultivo sumergido. Así que nuestros resultados no muestran una 

correlación entre la actividad de proteasas y la letalidad de las esporas en ensayos 
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de laboratorio. Habría que profundizar más sobre este aspecto y realizar pruebas de 

campo. 

 

Los índices de quitinasa de la cepa P43A y PCC así como el índice de proteasas en 

cultivo sólido (Tabla 4.1) fueron más altos que los obtenidos por St Leger y col., [80] 

para cepas de V. lecanii, B. bassiana y M.anisopliae (1.1 a 1.7 para proteasas y 1.0 a 

1.2 para quitinasas). Valadares-Inglis y Azevedo [85] evaluaron la producción de 

proteasas en 40 segregantes de clonas recombinantes prototróficas inestables, 

originadas de los cruces entre las cepas E6-7 (vio met- bio-) y E6-8 (ylo pyr- lys-) de 

Metarhizium anisopliae en medio sólido; obteniendo índices de proteasas similares a 

los de P43A y PCC. Hegedus and Khachatourians [42] reportaron una alta actividad 

de lipasa cuando B. bassiana creció con ácidos grasos palmítico, esteárico y oleico 

el aceite de oliva es rico en estos ácidos y por ende puede inducir la actividad de 

lipasa, como lo confirman nuestros resultados [42]. En los cultivos sumergidos de las 

cepas P43A y PCC, la actividad de proteasa inicia primero a las 18 horas y la 

actividad de lipasa después a las 72 horas; esta actividad secuencial fue reportada 

previamente por otros investigadores [42, 24]. En cultivo sólido, ambas cepas 

producen actividad de lipasas similares, mientras que P43A produce 1.5 veces más 

proteasas. En cultivo sumergido, la actividad de proteasas fue similar para ambas 

cepas, pero PCC produce más lipasas que P43A. Estos resultados indican que el 

sistema de cultivo afecta la producción de cada enzima extracelular de forma 

diferente. En contraste, Viniegra-González y col., [88] encontró que la producción de 

invertasa, pectinasa y tanasa en Aspergillus niger fue más alta en cultivo sólido que 

en cultivo sumergido. De ahí que, nosotros sugerimos que el efecto del sistema de 

cultivo sobre la producción de enzima es altamente dependiente de la cepa. Delgado 

Blandon y col. [24] han sugerido que la variabilidad en la producción enzimática está 

relacionada a un conjunto de diferentes causas como son la variabilidad genética, la 

ecología, la fisiología de los hongos y la de los insectos así como la resistencia que 

presenta el insecto hacia los hongos entomopatógenos. A pesar de que la cepa PCC 

no fue la mejor productora de las enzimas involucradas en la degradación de la 

cutícula y de que hubo diferencias en la producción de éstas en cultivo sólido y en 



 80 

cultivo sumergido, las conidias aéras y los propágulos sumergidos de la cepa PCC 

fueron más letales en las condiciones de laboratorio probadas. Por lo que la actividad 

enzimática in vitro de enzimas degradadoras de la cutícula del insecto no puede ser 

utilizado de manera aislada como criterio para la selección de cepas para la 

producción de micoinsecticidas. 

 

Las curvas de secado obtenidas para las conidias aéreas y los propágulos 

sumergidos de I. fumosorosea (Figura 4.9) siguen los patrones típicos para la 

deshidratación de alimentos descritas por Geankoplis [34]. La pérdida de humedad al 

deshidratar materiales biológicos se describe generalmente en función del tiempo en 

términos de un decaimiento exponencial. En estas curvas de secado se puede 

observar que para cada una de las cepas a las diferentes temperaturas de secado se 

da una primera fase correspondiente al calentamiento de la biomasa, se caracteriza 

por un incremento de temperatura en las capas superficiales de la biomasa con un 

decremento despreciable del contenido de humedad. La duración es función de la 

temperatura a la que es sometida la muestra. La segunda etapa se caracteriza por la 

disminución a velocidad constante de la humedad existente en el interior de la 

muestra, en este punto comienza a avanzar el frente térmico hacia el interior de la 

muestra. La humedad extraída en esta etapa es la humedad existente en forma de 

agua libre y de vapor de agua por los mecanismos de capilaridad y difusión para el 

agua libre ubicada en el interior de las células y en los espacios intercelulares; así 

como por la convección y difusión del vapor de agua ubicado en los espacios vacíos 

entre las células. En esta etapa se puede observar en las gráficas que al 

incrementarse la temperatura de secado se incrementa la pendiente de la curva de 

deshidratación, lo que trae como consecuencia una disminución en el tiempo de 

secado. En esta etapa se da una combinación de dos factores: a) El incremento de la 

temperatura de la biomasa y del coeficiente de difusión del agua, consiguiendo que 

la velocidad de secado sea apreciablemente mayor b) Al incrementarse la 

temperatura, la humedad relativa del aire es menor, lo que aumenta su capacidad 

para absorber agua, favoreciendo la remoción de la humedad. Finalmente en la 

tercera fase en donde en la gráfica se aprecia la disminución de la velocidad de 
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secado, esta fase comienza cuando toda el agua que existía en forma de agua libre 

y vapor de agua ha sido extraída, y corresponde a la extracción del agua ligada, que 

se encuentra en la célula. Esta agua es extraída mediante la difusión superficial del 

agua a través de sus paredes celulares [69]. En la Tabla 4.3 se registró el tiempo de 

equilibrio de secado para cada una de las cepas a cada temperatura de secado 

cuando alcanzó esta última fase de secado. 

 

El índice de sobrevivencia (Is) disminuye al incrementarse la temperatura de 

secado porque la pérdida del agua unida afecta la estructura de proteínas y otras 

moléculas y entre más rápido sea este proceso disminuye la posibilidad de 

estabilizarlas para evitar la muerte de la célula (Figura 4.11). La resistencia a la 

deshidratación de los organismos depende, entre otros; de la presencia de moléculas 

que estabilizan la estructura terciaria y cuaternaria de las proteínas como la trehalosa 

y poliholes [38]. Las conidias aéreas de la cepa PCC presentaron una mayor 

resistencia al secado, seguidas por las de P43A y los propágulos sumergidos fueron 

menos resistentes. 

 

Cabe mencionar que las temperaturas máximas promedio en verano en los estados 

de Sinaloa y Sonora de donde son nativas las cepas en estudio se encontró que son 

de 35°C para Sinaloa y de 37°C para Sonora en el período de tiempo de los años 

2009 a 2012 (Anexos 3A y 3B), las cuales están muy por debajo de la TemL50, 

reportadas en este estudio (Tabla 4.5), lo cual sugiere que estas cepas aéreas o 

sumergidas tendrías la posibilidad de sobrevivir a dichas temperaturas en el campo. 

 

Las temperaturas máximas diarias que se registraron en los meses de junio a agosto 

van de 32 a 47 °C. A partir de las 17:00 h hasta las 20:00 h se registra la radiación 

más alta. Las temperaturas más altas se mantienen de las 20:00 h a 0:00 h y se 

registró un descenso de temperatura de las 0:00 h hasta las 2:00 AM. Siendo las 

horas más adecuadas para aplicar el micoinsecticida de las 2:00 a las 5:00 AM, ya 

que a esas horas se registraron temperaturas de 28 °C a 25 °C, lo cual le permitiría 

germinar a las unidades infectivas mucho antes de que se alcancen de nuevo las 
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temperaturas máximas, teniendo un margen de 12 a 18 horas (Servicio 

Meteorológico Nacional). 

Es difícil contrastar nuestros resultados de sobrevivencia al secado, ya que no se 

encontraron reportes de cinéticas de secado con convección de aire de conidias de 

hongos entomopatógenos. Sin embargo Jackson y col. [46] realizaron estudios sobre 

el secado de blastosporas de I. fumosorosea producidas en un medio a base de 

glucosa (80 g/L) y casaminoácidos (13.2 g/L). Las blastosporas fueron secadas 

sobre un papel filtro toda la noche a temperatura ambiente hasta obtener de 1 a 5% 

de humedad en estas condiciones se obtuvo un 79% de sobrevivencia después del 

secado. Sandoval-Coronado y col. [75], prepararon una formulación de blastosporas 

producidas en medio LM1 con arcilla de caolín calcinado y fueron secadas con aire a 

temperatura ambiente de 26 a 28°C toda la noche, obteniéndose una sobrevivencia 

de 95%. En nuestro caso los propágulos sumergidos de P43A tuvieron un porcentaje 

de sobrevivencia mayor al 90% al ser secados a 30°C, mientras que los de PCC, que 

tenían un mayor porcentaje de blastosporas la sobrevivencia fue menor, sin embargo 

no se utilizó ningún protector por lo que es posible que la sobrevivencia se 

incremente aún más al utilizar un agente protector durante el secado [30, 68, 76]  

 

Ambas cepas fueron propagadas en condiciones óptimas de cultivo para producir 

las esporas y cuantificar trehalosa y polialcoholes. El manitol predominó en las 

conidias aéreas y en los propágulos sumergidos, y es considerado como un 

compuesto de reserva, el cual se metaboliza durante la germinación de la espora. 

Hallsworth y col. [38], estudiaron el efecto de la concentración de varios 

carbohidratos como fuentes de carbono en el contenido de polialcoholes y trehalosa 

en las conidias de Paecilomyces farinoso, y encontraron que al incrementar la 

concentración de glucosa y almidón en el medio de cultivo, la producción de 

trehalosa y manitol en las conidias disminuía. Cuando el medio tenía 50 g/L de 

glucosa, se encontraron en las conidias  aproximadamente 40 mg/g de manitol y 

menos de 5 mg/g de trehalosa y glicerol. A la misma concentración de glucosa los 

propágulos sumergidos de PCC tuvieron un contenido de 1.61, 2.89 y 20.95 mg/g de 

trehalosa, glicerol y manitol respectivamente, mientras que los de P43A tuvieron 
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1.25, 1.44 y 44.42 mg/g Los valores obtenidos en esta investigación son cercanos a 

los obtenidos por Hallsworth y col. [38], excepto por manitol obtenido en la cepa 

P43A sumergida que fue la mitad de lo que obtuvieron estos investigadores. Las 

conidias aéreas de P. farinoso cultivadas con concentraciones de almidón entre 50 y 

142 g/L (5-14.2%) en el medio de cultivo produjeron 23 mg/g de manitol, 5 mg/g de 

trehalosa y 2 mg/g de glicerol [38]. Mientras que las conidias aéreas de P43A y PCC 

cultivadas en medio de agar arroz (con 70 a 80% de almidón) produjeron 17.28 y 

21.95 mg/g de manitol, 3.97 y 1.98 mg/g de trehalosa y 4.10 y 1.93 mg/g de glicerol 

respectivamente (Figuras 4.15, 4.16 y 4.17). Los poliholes tienen el papel de ajustar 

la presión osmótica dentro de las conidias de hongos entomopatógenos y se 

consideran que aquellos de bajo peso molecular como glicerol y eritritol son los más 

efectivos en relación con los compuestos de alto peso molecular como manitol [39]. 

Durante el almacenamiento de conidias de A. japonicus por un período de 4 a 52 

días, su contenido de manitol disminuyó mientras que el de trehalosa se incrementó 

[83, 51]. El disacárido trehalosa es considerado como un estabilizador de las 

membranas celulares ya que puede remplazar agua en dichas membranas a aw 

reducidos, y también es capaz de estabilizar la estructura de proteínas durante la 

desecación [38]. Estos compuestos han sido asociados con la resistencia a 

condiciones ambientales extremas, la germinación acelerada, y que incrementan la 

patogenicidad así como la vida de anaquel de los propágulos del hongo [39]  

 

Dado que las esporas obtenidas en este trabajo fueron producidas en condiciones 

óptimas de crecimiento y que no se cuantificó en las mismas trehalosa, manitol ni 

glicerol después del secado, no es posible relacionar los contenidos de estos 

compuestos con la resistencia al secado. 

 

La radiación UV366 por un tiempo de 24 horas con una dosis de energía de 822.88 

J/cm2 no fue letal para las esporas de los aislados y tuvo muy poco efecto sobre su 

viabilidad (Figura 4.13) y los tiempos de germinación no se vieron afectados (Tabla 

4.6). Esta  radiación generalmente causa daño indirecto al DNA y se pueden 

desencadenar procesos oxidativos donde se generen especies reactivas del oxígeno 
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que pueden causar el daño a las proteínas celulares, lípidos, y carbohidratos. 

También pueden generarse especies reactivas de nitrógeno y este exceso de 

radicales libres provoca una cascada de eventos que propician un deterioro 

progresivo de las estructuras y funciones celulares [44, 12, 35]. 

Aunque la radiación ultravioleta de longitud de onda de 254 nm fue la más 

perjudicial, las conidias aéreas fueron las más resistentes a esta radiación que las 

sumergidas y la cepa PCC aérea fue la que mantuvo la mayor viabilidad. Algunos 

investigadores coinciden en que la exposición de las conidias de los hongos 

entomopatógenos a esta radiación retarda el tiempo de germinación y afecta también 

su sobrevivencia [94, 12, 30]. A pesar de que las conidias aéreas de cepa P43A 

tuvieron un menor Is en relación a las de la cepa PCC pero su tiempo de 

germinación fue el menor de todos, lo que le da más posibilidad de sobrevivencia en 

el campo [12]. Las conidias aéreas de cepa PCC tuvieron el tiempo más largo de 

germinación pero, el mayor índice de sobrevivencia (Tabla 4.7), Fargues y col. [27] al 

irradiar conidias aéreas (cultivadas en agar con glucosa y extracto de levadura a 

25°C por 3 semanas) de I. fumosorosea con luz UV a longitud de onda mayor de 280 

nm por 20 minutos obtuvieron una total inactivación. 

 

La radiación UV-B actúa directamente en el DNA induciendo la formación de 

diversos fotoproductos. El foto producto más común es el dímero de pirimidina 

(ciclobutano) que se forman como resultado del rompimiento de los dobles enlaces 

C=C de dos bases sucesivas de pirimidinas. Estos compuestos representan 

alrededor de las tres cuartas partes de los fotoproductos, siendo más frecuentes los 

dímeros de timinas (TT), seguido los de timina-citosina (TC) y por último los de 

citosinas (CC). Esta clase de lesión es reparada por sistemas de escisión de 

nucleótidos y por las enzimas fotorreactivantes o fotoliasas, que utiliza la energía 

tomada de la luz para romper las uniones covalentes que conectan las pirimidinas en 

un dímero. La importancia relativa de estos sistemas de reparación varía 

considerablemente entre diferentes sistemas biológicos [12]. 
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Las melaninas son macromoléculas de varios tipos de monómeros fenólicos, y se 

encuentran generalmente acomplejados con proteínas y carbohidratos y son 

fotoprotectores. Tanto las conidias aéreas como los propágulos sumergidos de la 

cepa P43A tuvieron mayor concentración de este pigmento que las de la cepa PCC, 

sin embargo las conidias aéreas de PCC fueron más resistentes a la irradiación UV 

de 254 nm. Los estudios sobre melanina se han realizado en su mayoría con hongos 

dermatofitos porque este pigmento los protege del sistema inmune del huésped 

Dong y Yao [25] reportan el rendimiento de este pigmento en Ophiocordyceps 

sinensis del cual obtuvieron 7.95% de melanina cruda, la cual es parecida a la 

concentración de P43A sumergida y la de P43A aérea es 1.23 veces mayor. 

Mientras que Asaff y col. [10] encontraron en los propágulos sumergidos de I. 

fumosorosea Pfrd, 1.1 mg/g. Esta concentración es 24.33 veces menor a la de los 

propágulos sumergidos de PCC que fueron los que tuvieron la mínima 

concentración. Dada la conocida suceptibilidad de los microrganismos y sus enzimas 

a los compuestos fenólicos, se ha sugerido que las reacciones de melanización 

tienen efectos antifúngicos [24]. Se ha reportado que este pigmento le confiere 

protección al hongo contra la exposición a la radiación solar y UV, ya que absorben 

toda la radiación del espectro visible y el UV, por lo que actúan como escudos. 

También se ha encontrado que protege al hongo de fungicidas, se cree que la 

melanina forma una malla de tamaño de poro pequeño que solo permite el paso de 

moléculas pequeñas como nutrientes azúcares, aminoácidos y evita el paso de 

moléculas de gran tamaño como estos compuestos químico. Protección contra 

metales pesados, por su alta afinidad hacia ellos ya que tienen capacidad quelante la 

cual se le ha atribuido por la capacidad que tienen las melaninas de intercambiar 

iones y la particular fuerza de unión y el sitio de unión es dependiente del pH. 

Protección contra hidrólisis enzimática, debido a que las melaninas tienen la 

capacidad de unir metales pesados, estos inhiben la actividad de las enzimas líticas 

[15, 15, 84]. Además la melanina es producida en la pared del apresorio de los 

hongos entomopatógenos, y le confiere una alta fuerza mecánica para empujar y 

romper las estructuras del huésped y anclarse, por lo que juega un papel importante 

en el proceso de la infección. Esta fuerza mecánica se ha relacionado también con el 
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contenido de glicerol en las células del apresorio, ya que este compuesto le confiere 

una alta presión osmótica y la melanina actúa como una barrera impermeable que no 

permite escapar al glicerol a la membrana plasmática [15, 16]. 
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CONCLUSIONES 

 

El objetivo general de esta investigación fue comparar la resistencia al estrés abiótico 

de las conidias aéreas de Isaria fumosorocea cepa P43A y PCC producidas en 

medio sólido y de sus propágulos producidos en medio sumergido, por lo que las 

conclusiones obtenidas se presentan a continuación en base a los objetivos 

específicos propuestos. 

 

1. Determinar la velocidad específica de crecimiento Isaria fumosorosea en cultivos 

sólido y sumergido a diferentes temperaturas. 

 

La temperatura óptima de crecimiento en cultivo sólido fue a 25°C para ambas cepas 

y la cepa PCC fue la que tuvo la más alta velocidad específica de crecimiento en 

este sistema de cultivo. 

 

La temperatura óptima de crecimiento en cultivo sumergido fue de 28°C para las dos 

cepas. La cepa P43A presentó la más alta velocidad específica de crecimiento en 

este sistema de cultivo, tolerancia al crecimiento a las temperaturas de 30 a 34°C y 

dado que presenta una relación más alta de conidias sumergidas, las cuales tienen 

un tiempo de germinación corto, podrían producirse en este sistema como 

micoinsecticida para aplicarse en zonas de clima caliente. 

 

2. Evaluar la producción de enzimas proteasas, lipasas y quitinasas de Isaria 

fumosorosea en medio sólido y sumergido. 

 

No se encontró una correlación entre la producción de enzimas extracelulares 

(proteasas, lipasas y quitinasas) y la virulencia de las cepas.  

 

3. Evaluar la virulencia de las conidias aéreas y de los propágulos sumergidos por 

medio de bioensayos. 
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Las conidias aéreas de la cepa PCC fueron las más virulentas con un TL50 de 4.86 

días. 

 

La respuesta de cada cepa en la relación de blastoporas y conidias producidas en el 

cultivo sumergido fue diferente, así como los tiempos de germinación. 

 

4. Evaluar la resistencia de las conidias aéreas producidas en cultivo sólido y los 

propágulos producidos en cultivo sumergido de Isaria fumosorosea al someterlos al 

secado a diferentes temperaturas e irradiación ultravioleta a dos longitudes de onda. 

 

Cada cepa de I. fumosorosea se comporta de distinta manera en cultivo sólido o 

sumergido y las características de resistencia a la temperatura, secado e radiación 

UV, así como la virulencia de las esporas producidas también son diferentes. 

 

La sobrevivencia de las conidias aéreas y propágulos sumergidos estuvo 

directamente relacionada a la temperatura de secado. 

 

Las conidias aéreas presentaron mayor resistencia al secado e irradiación UV254 nm 

en relación con los propágulos sumergidos. 

 

Los propágulos sumergidos y las conidias aéreas de la cepa P43A podrían ser 

utilizadas como micoinsecticidas ya que tuvieron el mismo índice de sobrevivencia a 

las temperaturas de secado de 30 y 40°C respectivamente y podrían ser aplicadas 

en zonas con climas calientes con estas temperaturas. 

 

Las conidias aéreas de la cepa PCC fueron las más resistentes al secado, a la luz 

UV 254 nm y fueron las más virulentas. Dado a estas características, lo más 

recomendable es producirla en medio sólido, para ser utilizada como micoinsecticida 

bajo las condiciones de temperatura e irradiación a las que fue probada, e inclusive 

pueden ser secadas. 
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5. Determinar los contenidos de compuestos osmoprotectores y melanina de las 

conidias producidas en cultivo sólido y de los propágulos producidos en cultivo 

sumergido. 

 

Las conidias obtenidas en este trabajo fueron cultivados en condiciones óptimas de 

crecimiento, el contenido de trehalosa y poliholes (glicerol y manitol) obtenidos no 

nos mostraron evidencia del porque las conidias aéreas fueron más resistentes a las 

temperaturas de secado. 

 

Las conidias aéreas y propágulos sumergidos de la cepa P43A fueron las que 

presentaron la mayor concentración del pigmento melanina en relación a las esporas 

de la cepa PCC. La cepa P43A aérea fue la que presentó la mayor concentración de 

este pigmento. 

 

Cada aislado se desempeña de manera diferente en cada sistema de cultivo, por lo 

que el método de producción planeado debe ser tomado en cuenta como criterio de 

selección de hongos entomopatógenos. 
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RECOMENDACIONES 

 

1. Se recomienda hacer estudios de vida de anaquel y formulaciones para poder 

preservar por más tiempo la viabilidad de las conidias y los propágulos sumergidos. 

2. Se recomienda hacer pruebas de virulencia en insectos plaga reales, para medir 

su eficacia como micoinsecticidas. 

3. Se recomienda estudiar los parámetros de producción a una mayor escala y hacer 

pruebas de campo. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1Curvas estándar de trehalosa, glicerol, manitol y melanina 
 
 
1.1 Curva estándar de trehalosa 
 

 
 
 
1.2 Curva estándar de glicerol 
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1.3 Curva estándar de manitol 
 
 

 
 
 
1.4 Curva estándar de melanina 
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Anexo 2 Cromatogramas de estandares de trehalosa y polialcoholes por HPLC con 
detector de índice de refracción  

 
2.1. Cromatograma de estándares de azucares y polialcoholes. 
 

 
 
2.2 Cromatograma del análisis de azucares y polialcoholes de las conidias aéreas de 
la cepa P43A. 
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2.3 Cromatográma de azucares y polialcoholes de los propágulos sumergidos de la 
cepa P43A 
 

 

2.4. Cromatográma de azucares y polialcoholes de conidias aéreas de la cepa PCC 
 

 



 

 105 

2.5 Cromatográma de azucares y polialcoholes de propágulos sumergidos de la cepa 
PCC por HPLC con detector de índice de refracción 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 106 

Anexo 3 Temperaturas promedio máximas y mínimas del estado de Sinaloa y Sonora 

durante los años 2009-2012 proporcionados por el Servicio Meteorológico 

Nacional. 

3.1 Estado de Sinaloa 

 

 

3.2. Estado de Sonora. 
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Anexo 4 Porcentaje (%) de Humedad Relativa promedios de los Estados de Sinaloa 
y Sonora durante los años 2009 a 2012 datos proporcionados por el 
Servicio Meteorológico Nacional. 

 
4.1 Estado de Sinaloa 
 
 

 
 
 
 
4.2 Estado de Sonora 
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Anexo 5 Promedios de Flujo de Energía de Radiación Solar Global (W/m2) en los 
Estados de Sinaloa y Sonora durante los años 2009 a 2012 proporcionados 
por el Servicio Meteorológico Nacional. 

 
 
5.1 Estado de Sinaloa 
 
 

 
 
 
5.2 Estado de Sonora. 
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Anexo 6 Publicaciones 
 
6.1 Memorias en congresos 
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6.1.2 EFECTO DE LAS CONDICIONES Y EL SISTEMA DE CULTIVO SOBRE LA  

CALIDAD DE CONIDIAS DE Paecilomices sp. 

 

Carrillo Pérez Esther* y De la Torre Martínez María Mayra** 

Instituto de Ingeniería 

Maestría y Doctorado en Ciencias e Ingeniería 

*Estudiante de Doctorado Campo del Conocimiento: Quimica 

**Directora de Tesis 

Mexicali, Baja California, México. 

email: ecarrillo@iq.uson.mx  *, mdelatorre@cascabel.ciad.mx ** 

  

R E S U M E N 

 

 Los hongos entomopatógenos producen propágulos infectivos (PI) usualmente 

conidias cuando son producidos en medio sólido y blastosporas y/o conidias sumergidas 

cuando son producidos en medios líquidos.  Los PI son utilizados en la agricultura como 

bioinsecticidas para el control biológico de insectos plaga.  Entre los hongos comerciales 

más utilizados se encuentran Beauveria bassiana, Metarhizium anisoplae y Paecilomyces 

fumosoroseus, de los cuales este último será el espécimen utilizado en este estudio.  Dado 

que los PI son elementos vivos del hongo estos son susceptibles a tener pérdida de 

viabilidad y virulencia por efecto de factores como el tiempo de almacenamiento y 

condiciones ambientales como la exposición a altas temperaturas, desecación y a luz 

ultravioleta.  La resistencia a los anteriores parámetros son los tomados en cuenta para 

evaluar la calidad de dichos PI.  En este proyecto se tratará de hacer una comparación de 

la calidad de PI obtenidos a partir de medio sólido y en medio liquido a los cuales se les 

evaluará los parámetros de calidad antes mencionados. 

 

Palabras Claves: Hongos entomopatógenos, control biológico, conidias, calidad. 
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6.1.3 Tercer Coloquio de Postgrado Maestría y Doctorado en Ciencias e 
          Ingeniería.Noviembre de 2008. 

 

EFECTO DE LAS CONDICIONES Y EL SISTEMA DE CULTIVO SOBRE LA 

CALIDAD DE LAS CONIDIAS DE Paecilomyces sp: Efecto de la 

temperatura de secado 

Carrillo Pérez Esther*, De la Torre Martínez María Mayra**. 

Instituto de Ingeniería 

Maestría y Doctorado en Ciencias e Ingeniería 

Campo del conocimiento: Química 

Mexicali Baja California, México. 

ecarrillo@iq.uson.mx* y mdelatorre@ciad.mx** 

 

R E S U M E N 

 Los hongos entomopatógenos producen propágulos infectivos (PI), usualmente 

conidias aéreas en medio sólido y blastosporas y conidias en medios líquidos.  Los PI son 

utilizados como bioinsecticidas para control de insectos plaga y pueden perder viabilidad y 

virulencia con el tiempo de almacenamiento, altas temperaturas, desecación y luz 

ultravioleta.  La resistencia a los anteriores parámetros es considerada para evaluar su 

calidad.  En este proyecto se comparará la calidad de PI obtenidos en medio sólido y 

líquido. La primera variable evaluada fue el efecto de la temperatura de secado sobre la 

viabilidad de conidias aéreas de Paecilomyces fumosoroseus cepas Pfrd y P13. Los primeros 

ensayos tuvieron una gran variabilidad, por lo que se tuvo que modificar el procedimiento 

de recuperación de las conidias. Los resultados sugieren que las conidias resisten 

temperaturas de secado desde 30 hasta 60 oC,  no se encontraron diferencias significativas 

(p= 0.6 y 0.8) ni por comparación de medias al nivel de 0.05. Sin embargo, la vialidad del 

control fue muy baja, cercana a 30%, debido probablemente a que la temperatura en la 

incubadora varió entre 28 y 33 oC. Por lo que habrá que resolver el problema hasta tener 

viabilidades en el control del orden de 90% y repetir los experimentos. 

 

Palabras Claves: Hongos entomopatógenos, control biológico, propágulos infectivos, 

temperatura de secado.  
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6.1.4 Congreso Nacional de Estudiantes de Posgrado del Instituto de 
Ingeniería, Noviembre de 2009 

 

Efecto de la Temperatura de Secado y la Irradiación con 

Luz UV sobre la Viabilidad de Conidias Aéreas de 

Paecilomyces fumosoroceus Cepa P43A. 

 

Carrillo Pérez Esther1, De la Torre Martínez María Mayra2 

1Universidad de Sonora, Hermosillo, Sonora; México, email: ecarrillo@iq.uson.mx 

2Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, Hermosillo, Sonora; México, email: 

mdelatorre@ciad.mx 

 

RESUMEN 

Los hongos entomopatógenos producen propágulos infectivos (PI), usualmente 

conidias aéreas en medio sólido, blastosporas y conidias en medios líquidos. Los PI son 

utilizados como bioinsecticidas para control de insectos plaga, debido a las condiciones de 

almacenamiento como altas temperaturas, desecación y luz ultravioleta  pueden afectar su 

viabilidad y virulencia. Por lo que, la resistencia a éstos factores es considerada para evaluar 

la calidad de los hongos entomopatógenos. En este proyecto se comparará la calidad de PI 

obtenidos en medio sólido y líquido. Las primeras variables evaluadas fueron el efecto de la 

temperatura de secado y la exposición a la luz Ultravioleta (UV) sobre la viabilidad de 

conidias aéreas de Paecilomyces fumosoroseus cepa P43A. Se obtuvieron las isotermas de 

secado a 31, 40, 50 y 60 °C de las cuales la viabilidad se redujo significativamente 

(p=<0.0001, α=0.05) a medida que se incrementa la temperatura de secado y a medida que 

la humedad residual de secado es menor, donde se obtuvieron niveles de sobrevivencia del 

91 % para el control y de 40 % para el secado a 60 °C con 17.52 y 4.5 % de humedad 

respectivamente. La exposición a la luz UV a 254 nm tuvo un efecto letal obteniéndose 11 % 

de germinación a 45 minutos de irradiación.  Podemos concluir que el porcentaje de 

germinación disminuye al incrementar la temperatura de secado y al reducirse el contenido 

de humedad. La mayor pérdida de viabilidad se obtuvo a 254 nm. 

 

Palabras clave: Hongos entomopatógenos, secado, Irradiación UV 
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6.1.5 2do Congreso Nacional de Estudiantes de Posgrado del Instituto de  

          Ingeniería, Instituto de Ingeniería – UABC, Maestría y Doctorado en  

          Ciencias e Ingeniería Noviembre de 2010. 

 
2do Congreso Nacional de Estudiantes de Posgrado del Instituto de Ingeniería, Instituto de Ingeniería – UABC, 

Maestría y Doctorado en Ciencias e Ingeniería 

ISBN:  

 

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE 

CRECIMIENTO EN CULTIVO SÓLIDO Y LIQUIDO DE Paecilomyces 

fumosoroseus Cepas P43A y PCC 

 

Carrillo Pérez Esther1, De la Torre Martínez Mayra2, Ruíz Manríquez Arturo3. 

1ecarrillo@iq.uson.mx, 2mdelatorre@ciad.mx,  3aruizm@guaymas.uson.mx. 

 

ABSTRACT 

The influences of the temperature in the specific growth rate (µ) of two native strains of the 

entomopathogenic fungi Paecilomyces fumosoroseus was assessed (strains P43A and PCC).  Strains 

were cultivated in solid and submerged cultures. In solid culture, both strains had a maximal specific 

growth (μ) rate and minimal doubling time at 25 °C (P43A µr=0.0165 h-1 , td=42h y PCC µr=0.0292 h-1, 

td= 23 h) in solid culture. However, in submerged culture the optimal temperature was  28 °C (P43A µ 

= 0.3467 h-1,  td=1.99 h y PCC µ = 0.2573 h-1 , td = 2.69 h). PCC showed higher µ between 20 to 30 °C 

than P43A, but the last grew faster at 32 and 34 °C.  On the other hand, in submerged culture both 

strains had similar µ between 20 and 23 °C but up 25 °C the µ of P43A were higher. Nevertheless at 

32 and 34 °C the difference in the growth rates was minimal. These results suggest that P43A is more 

tolerant to high temperatures than PCC. 

 

Keywords: high-temperature-stress, entomopathogenic fungi, growth rate, submerged culture, solid 

culture. 
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RESUMEN 

En el presente trabajo se estudió la influencia de la temperatura en la velocidad específica de 

crecimiento (µ) del hongo entomopatógeno Paecilomyces fumosoroseus cepas P43A y PCC (cepas 

nativas). Los ensayos se hicieron tanto en cultivo sólido como  en cultivo sumergido. Los resultados 

obtenidos mostraron que para ambas cepas, en cultivo sólido, la máxima μ radial y el menor tiempo 

de duplicación se obtuvieron a 25 °C (P43A µ r= 0.0165 h-1 , td = 42h y PCC µr = 0.0292 h-1, td = 23 h ); 

mientras que  en cultivo sumergido la temperatura óptima fue 28 °C (P43A µ = 0.3467 h-1,  td = 1.99 h 

y PCC µ = 0.2573 h-1 , td = 2.69 h).  En cultivo sólido las  μ de la cepa PCC fueron mayores que las de 

P43A entre 20 y 30 °C, pero a 32 y 34 °C la última cepa presentó velocidades más altas. Mientras que 

en cultivo sumergido ambas cepas tuvieron una μ similar entre 20 y 23 °C pero a partir de 25 °C  P43A 

presentó velocidades de crecimiento mayores, aunque a 32 y 34 °C  la diferencia entre ambas cepas 

fue mínima. Estos resultados sugieren que P43A presenta una mayor resistencia a la temperatura.  

 

Palabras clave: estrés térmico, hongos entomopatógenos, velocidad de crecimiento, cultivo 

sumergido, cultivo sólido.  
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