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RESUMEN

El sector agricola, ha sufrido a lo largo de los afios pérdidas econdmicas importantes
a causa de insectos considerados plagas que afecta su produccion, por lo cual, los
agricultores se han visto obligados a utilizar productos quimicos que minimicen esta
problemética, afectando diversos sectores ambientales y de salud publica. Una
alternativa que se ha estudiado es el uso de hongos entomopatdégenos (HE), que
son agentes de control biolégico con un amplio rango de infeccion en diferentes
ordenes y géneros de insectos, siendo compatibles con el medio ambiente y con

sus aplicadores.

Los HE han sido producidos tanto en nivel laboratorio, como a nivel industrial,
utilizando arroz como sustrato; teniendo altos costos de producciéon, ademas de ser
necesaria una buena oxigenacién, contribuyendo a su esporulacion y viabilidad y

con ello tener un efecto positivo y una correcta aplicacion.

Por lo anterior, en la presente investigacion se evalué la produccién de C.
fumosorosea en biorreactores de columna, utilizando arroz como sustrato y al
mismo tiempo bagazo de cafia como soporte, para favorecer el intercambio de
gases en diferentes proporciones, y determinar cual es la proporcion que mas
favorece al crecimiento de este hongo. Por otro lado, se evalu6 el efecto insecticida
de los conidios de C. fumosorosea (ambas cepas) producidos en biorreactores de

columna en un insecto modelo.

Por otra parte, se realiz0 una revision bibliografica en revistas especializadas
actualizadas, relacionadas con la estructura y composicion de los HE mas utilizados,
entre ellos sus metabolitos secundarios, analizando cuales son los resultados
obtenidos actualmente; al aplicarse tanto de manera individual, como de manera

sinérgica para el control de plagas agricolas en los ultimos afios.



ABSTRACT

The agricultural sector has suffered over the years significant economic losses due
to insects considered pests that affect their production, for which, farmers have been
forced to use chemical products that minimize this problem, affecting various
environmental sectors and of public health. An alternative that has been studied is
the use of entomopathogenic fungi (EF), which are biological control agents with a
wide range of infection in different orders and genera of insects, being compatible

with the environment and with their applicators.

The EF have been produced both in the laboratory and at the industrial level, using
rice as a substrate, having high production costs, in addition to being necessary a
good oxygenation, contributing to its sporulation and viability and thus having a

positive effect and a correct application.

Therefore, in the present investigation the production of C. fumosorosea in column
bioreactors was evaluated, using rice as a substrate and at the same time sugarcane
bagasse as a support, to favor the exchange of gases in different proportions, and
to determine which is the ratio that most favors the growth of this fungus. On the
other hand, the insecticidal effect of C. fumosorosea conidia (both strains) produced

in column bioreactors on a model insect was evaluated.

On the other hand, a bibliographic review was conducted in updated specialized
journals, related to the structure and composition of the most used EF, including their
secondary metabolites, analyzing the results currently obtained; when applied both
individually and synergistically for the control of agricultural pests in recent years.



1. INTRODUCCION

La agricultura en los ultimos afios ha sido afectada por diferentes tipos de plagas;
para su control los productores han seleccionado el control quimico, mediante la
aplicacion de insecticidas; el uso indiscriminado ha favorecido la contaminacion del
aire y del agua del subsuelo, asi como la eutrofizacién de cuerpos de agua, lluvia
acida, destruccion de la capa de ozono estratosférica e incremento del efecto
invernadero, ocasionada por la aplicacion de plaguicidas quimicos, con el objetivo
de proteger los cultivos de las plagas que los afectan, es necesario considerar
alternativas para el manejo integrado de plagas con efectos menos agresivos al
ambiente (Grageda-Cabrera et al., 2012; Castillo et al., 2020).

La presencia de las plagas en los cultivos ocasiona la disminucién del rendimiento,
en algunos casos, alcanza entre un 20-30%, a pesar del incremento substancial en
el uso de plaguicidas (cerca de 500 mil toneladas de ingrediente activo a nivel
mundial), estos datos reflejan la crisis ambiental que afecta a la agricultura,
incluyendo la resistencia que adquieren los insectos plaga debida a el uso de
insecticidas (Nava-Pérez et al., 2012).

Se estima que las pérdidas en la produccion agricola mundial, por plagas, fluctian
entre 20 y 40 %, ocasionando mermas econdmicas de miles de millones de dolares
al afio; ademés, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) prevé la necesidad mundial de producir 60 % mas de alimentos
para el sustento de una poblacién mas numerosa en todo el planeta (Zepeda-Jazo,
2018). En México, las perdidas por plagas alcanzan hasta un 78.5% ocasionando

mermas econdmicas de millones de pesos al afio (INEGI, 2019).

Por todo lo anterior, es necesario el desarrollo e implementacion de nuevas
alternativas biotecnoldgicas, amigables con el medio ambiente, como lo son
hongos, bacterias y virus, que se utilizan para el control biologico de insectos y

vectores considerados plaga (Davila y Rodriguez, 2021).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Manejo Integrado de Plagas (MIP)

Se define como el conjunto de herramientas que manejadas de manera coordinada
y oportuna logra mantener a las poblaciones de plagas como: malezas, insectos y
vertebrados (Vivas, 2017), destacando el uso de agentes de control biolégico, como
alternativa sustentable para aminorar los efectos negativos en la productividad y
calidad de los cultivos agricolas causada por distintas enfermedades y plagas,
disminuyendo la resistencia y reduciendo la contaminacion de los suelos y mantos

acuiferos (Villegas-Mendoza et al., 2019).

2.2 Control biologico

En el Manejo Integrado de Plagas (MIP), en la agricultura sostenible y en los
sistemas agricolas organicos; el papel que desempenfia el control bioldgico es muy
importante; para disminuir el uso excesivo de plaguicidas, por lo que es necesario
desarrollar métodos de manejo de plagas compatibles con el ambiente (Vazquez y
Pérez, 2017). Otras de la ventajas del uso del control biolégico son: beneficios a la
economia de los agricultores, protecciébn del ambiente y a la salud de los
consumidores. Ademas, ha contribuido al desarrollo de la agricultura de México y
otros paises (Pacheco et al., 2019).

Durante la mitad del siglo XIX, se utilizaba azufre como sustancia “purificadora” para
eliminar los hongos; el rey de Persia usaba flores de piretro (Tanacetum
cinerariifolium) (Trevir, Asteraceae) como insecticida y los chinos aplicaron los
arsenitos para el control de roedores y otras plagas (Del Puerto Rodriguez et al.,
2014). El control bioldgico aplica organismos vivos y/o partes de ellos, para disminuir

la poblacién de insectos plaga y patégenos gue afectan a los cultivos (Pérez, 2008).

Para las empresas que producen y comercializan bioplaguicidas, asi como
dependencias dedicadas a la investigacién para el control bioldgico de plagas, han
desarrollado proyectos de investigacion, principalmente sobre entomopatogenos,
debido a que permiten controlar los organismos nocivos sin dafios al medio

ambiente y la salud; Tomando en cuenta las ventajas que presenta el control



biologico sobre el control quimico de plagas, es importante la busqueda,
determinacion y clasificacion de microorganismos entomopatégenos, lo cual tiene
por objeto aislar cepas patdgenas en el ambiente natural, el desarrollo de
formulaciones de estos microorganismos y promover asimismo la investigacion en

el desarrollo de estos microorganismos (Gallegos et al., 2016).

2.3 Hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatdégenos (HE), son un grupo de microorganismos que
contribuyen de diversas maneras a los sistemas agroecoldgicos, entre ellos, esta la
capacidad de regular las poblaciones de organismos considerados como plagas,
para mantenerlas en niveles por debajo del umbral econdmico (Motta-Delgado y
Murcia-Ordofiez, 2011). Actualmente, se han descrito mas de 90 géneros y 700
especies de HE y el aislamiento de nuevas cepas continua, dentro de los mas
utilizados a nivel mundial, se encuentran: Metarhizum anisopliae con el 33.9%,
Beauveria bassiana con el 33.9%, Cordyceps (=Isaria) fumosorosea con el 5.8% y
Beauveria brongniartii con el 4.1% (Tellez-Jurado et al., 2009, Gonzalez et al.,
2019).

Los HE desarrollan la enfermedad en los insectos, cuando la humedad relativa es
superior a 70% con una temperatura de 24 y 30 °C, aunque, es necesario conocer
el ciclo biolégico de la plaga de interés y sus habitos, para su oportuna aplicacion
(Gallegos et al., 2016). El desarrollo de bioplaguicidas, cuyo ingrediente activo son
los HE, requiere una investigacion sisteméatica para seleccionar las especies de
hongos mas eficaces, que puedan jugar un papel importante en el control de una

plaga (Barrios et al., 2016).

2.3.1 Ventajas y desventajas de los HE

Los hongos entomopatdégenos no dafian el medio ambiente, forman parte natural
del propio ecosistema, su uso esta vinculado al concepto actual de “agricultura
verde”, a diferencia de los compuestos quimicos cuyos principios activos persisten
en el suelo como contaminantes, los bioinsecticidas elaborados a partir de hongos
se integran a los agroecosistemas como organismos benéficos, teniendo, por ello,

un impacto favorable. Poseen especificidad de grupo, con rango de hospederos
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generalistas y especificos en funcidn con el organismo, no se ha detectado
resistencia, son econémicamente costeables, principalmente para las aplicaciones
en donde no exista la aplicacion del control quimico, los métodos de aspersion son
relativamente adaptables, desde el punto de vista de la biotecnologia su desarrollo
no es de alto costo; ademas, su registro fitosanitario es comparativamente menos

costoso y mas expedido que el requerido para los plaguicidas quimicos.

Cuadro 1. Ventajas y desventajas del control biolégico
(Cortés, 2011, Alberto, 2016).

Ventajas Desventajas
Las cepas pueden ser especificas a | Sensibilidad a la variacion de las

nivel de especie, sin afectar a los | condiciones climéaticas.

enemigos naturales ni al microbiota.

Cuando el entomopatégeno encuentra | En general, los plaguicidas biolégicos
las condiciones adecuadas para|nho matan instantineamente, se
infectar al huésped y se reproduce en | requiere de un periodo de tiempo.

forma continua en los organismos
existentes, no se requieren de nuevas

aplicaciones.

No contaminan el medio ambiente ni
afectan al hombre u otros animales

superiores.

2.3.2 Mecanismos de patogenicidad

Los hongos entomopatdégenos, presentan un ciclo de vida marcado por una fase
latente en forma de esporas de origen asexual conocidas como conidios, en la que
se mantienen hasta adherirse a la cuticula (Crespo et al., 2018). Su mecanismo de
patogenicidad consiste en la germinacién, penetracidbn por accion enzimatica
(principalmente proteasas, lipasas y quitinasas) y mecanica (Figura 1), afectando la
cuticula del insecto causando el rompimiento de pared celular (Cepeda-Siller et al.,

2018). Posteriormente, forma un tubo germinativo y rapidamente llega al hemocele,



el micelio del hongo se transforma en blastoesporas que evaden el sistema inmune

del insecto produciendo toxinas para ocasionar la muerte del insecto (Castro y

Martinez, 2019).
1 . { N / ) ) 2
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Figura 1. Ciclo de infeccion de un HE (Monzén, 2018).

Para considerar a los hongos entomopatégenos como agentes potenciales de uso,
estos deben de presentar caracteristicas importantes adicionales al nivel de
patogenicidad como crecimiento répido, produccién abundante de conidios y

germinar rapidamente para iniciar la infeccion (Raymundo-Jiménez et al., 2019).

2.3.3 Productos comerciales formulados con entomopatégenos a nivel
mundial

El empleo practico de los hongos entomopatdégenos ha adquirido un interés
creciente revelado por el considerable numero de productos comerciales

disponibles y en desarrollo, como se indica en la siguiente tabla:



Cuadro 2. Productos comerciales, formulados con Hongos entomopatégenos o en
proceso de desarrollo para el control bioldgico de plagas insectiles.

Producto Hongo Hospedante Productor
Mycotal V. lecanii Moscas blancas y trips Kopper®, Holanda
Vertalec V. lecanii Pulgones Kopper®, Holanda
Biogreen M. anisopliae Gusanos blancos Bio-care® Ttech.,

Australia

Metaquino M. anisopliae Cercopidos Brasil
Bio-Path M. anisopliae Cucarachas EcoScience®, USA
Bio-Blast M. anisopliae Termitas EcoScience®

Mycotrol GH B. bassiana Saltamontes y langostas Mycotech®, USA
Mycotrol WP B. bassiana Moscas blancas, Mycotech®, USA
pulgones y
trips
BotaniGard B. bassiana Moscas blancas, Mycotech®, USA
pulgones y
trips

Melocont B. brongniartii Gusanos blancos Kwizda®, Austria
PRF-97 P. fumosoroseus Moscas blancas ECO-teke, USA
Pae-Sin P. fumosoroseus Moscas blancas Agrobionsa®, México

(de Albuquerque Maranhao y de Albuguerque Maranhao, 2015).

La mayoria de los HE producidos comercialmente, para el control biol6gico
pertenecen a la orden de los Hypocreales. Los género y especies incluidos son:
Beauveria bassiana (Agostino, 1874), Metarhizium spp (Sorokin, 1879), Cordyceps
fumosorosea (Wize, 1904) y Lecanicillium spp (Zare, 2001) (Bautista et al., 2018).

2.4 Técnicas para la cosecha de los HE

La produccion de bioplaguicidas a base de los HE, la separacion de las esporas de
su sustrato solido se ha realizado con diferentes técnicas, por ejemplo, el empleo
de tamices manuales (Figura 2), es un método de bajo costo y para produccion
pequeia, pero su desventaja, es que se pierde hasta el 50% de material por

dispersiéon en el ambiente (Diaz, 2020).
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Figura 2. Tamiz manual (Google imagenes, 2021).

Otro método, es la separacidon por tamiz vibratorio, en donde se apilan 2 o tres
tamices de diferentes tamafios de apertura sobre un depésito (Figura 3). Los
tamices son montados sobre un aparato vibratorio y el tiempo de separacion es de
25-30 minutos. La desventaja de este método es su baja produccién, las mallas de
los tamices se saturan de material y se bloguean, lo que impide la separacion
adecuada de las esporas y el sustrato; Por lo que este método presenta baja

eficiencia y es muy laborioso (Diaz Ramos, 2020).

Figura 3. Tamiz vibratorio eléctrico (TESE, 2020).
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Un método mas es la extraccion de conidios usando Tween 80 al 0.05 % (Figura 4)
y con un agitador magnético, se agita durante 10 minutos, después se filtra con una
gasa para eliminar los sélidos y se obtiene una suspensién de conidios (Angel
Cuapio, 2011).

Figura 4. Raspado con agitador magnético (AAC-BIOLAB, 2021).

Otro método para cosecha de esporas, en mediana escala (Figura 5), fue
desarrollado por Dan Johnson, en la Universidad de Lethbridge, Alberta, Canada y
consiste en un mezclador para concreto acondicionado con una tapa de acrilico
sujetada al mezclador por medio de imanes. Su modo de funcionamiento consiste
gue al rotar el mezclador las esporas se separan del arroz y forman una nube en el
interior la cual es succionada por una aspiradora, de este modo las esporas quedan

depositadas en el filtro de la aspiradora (Diaz Ramos, 2020).

Este método es adecuado para la produccion a mediana escala, sin embargo;
resulta muy laborioso descontaminar la aspiradora después de realizar la cosecha
de esporas, por lo que es necesaria una aspiradora para cada cepa de hongos.
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Figura 5. Mezclador de concreto eléctrico (Google imagenes, 2021).

2.5 Métodos de aplicacion de los HE

Para la formulacion de los HE, se debe formar una suspension homogénea de facil
aplicaciéon con un equipo atomizador; aunque es necesario realizar pruebas de
suspendibilidad, humectabilidad, contenido de humedad y tamafio de la particula

para que no afecte al HE (Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez, 2011).

2.6 Cordyceps fumosorosea. Wize (1904)

2.6.1 Clasificacion TaxonGmica

La taxonomia de los organismos se basa principalmente en su morfologia y en los
altimos afios también se han utilizado criterios moleculares para su determinacion
de ellos o incluso su diferenciacion, basandose en la secuenciacién de sus diversos
genes, lo cual ayuda a demostrar las diversas especies que existen como sucede

en los hongos entomopatdégenos, como se muestra a continuacion: (Guarro, 2012)
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Cuadro 3. Taxonomia de Cordyceps fumosorosea.

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Cordyceps
Fries (1818)
Especie Cordyceps fumosorosea

2.6.2 Conidios

Son esporas de origen asexual, no flageladas, se caracteriza por tener colores
vistosos como blanco, amarillo, verde palido, rosa, rojo o purpura, septadas y con
paredes lisas, hifas compactadas, conidiéforos verticilados e irregulares con
ramificaciones terminales en forma de botella, con un cuello distintivo a partir del

cual nacen los conidios, mismas que crecen en cadena (Gallegos et al., 2016).
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Figura 6. Estructuras morfolégicas de C. fumosorosea
(Tomado de: Gallegos et al., 2016).

(1) Conidioforo, (2) Métula, (3) Fialide, (4) Esporas (Gallegos et al., 2016).

El uso de HE como agentes de control biolégico, se ha utilizado desde mediados
del siglo XIX, ya que comenzd con las observaciones de naturalistas y cientificos
curiosos, y ha llegado a su aprovechamiento mediante el uso de formulaciones a

base de estos hongos (Espinel et al., 2018).

2.6.3 Metabolitos secundarios

Los HE producen una amplia variedad de moléculas organicas, que no tienen
funcién directa en los procesos metabdlicos primarios como la asimilacion de
nutrientes, sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y las cuales se denominan
como metabolitos secundarios (MS), que son importantes para la sobrevivenciay la

interaccién del organismo con su entorno (Sepulveda-Vazquez et al., 2018).

Loépez y Burrola-Aguilar, (2019), refieren que la cordicepina, ergosterol y
polisacaridos, son identificados como los principales metabolitos de
entomopatdgenos. Por otra parte, se han reportado otro tipo de compuestos como:
los polifendlicos, que son idealmente los fitoquimicos centrales con propiedades
funcionales que se encuentran en el reino de las plantas y los hongos, entre ellos

los terpenos, flavonoides y alcaloides (Sharif et al., 2020).
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Los MS provocan desde alteraciones en las células epiteliales de la traquea,
inhabilitan los mecanismos del sistema inmune e interrumpen los procesos
fisiologicos del hospedero, reduce las tasas de alimentacion y el peso de algunas
larvas de insecto, dafia el sistema nervioso, o también, reduce la resistencia de los
insectos a este tipo de controles biologicos (Ali et al., 2014; Marin-Cruz et al., 2017;
Litwin et al., 2020).

2.7 Técnicas para la produccion de C. fumosorosea

2.7.1 Produccion en bolsas

Hay diversos métodos para la producciéon de HE, por ejemplo, la técnica de
produccion en bolsas de polipropileno, la cual cominmente se coloca una cantidad
aproximada de 100 gramos de arroz/bolsa, cerrando herméticamente, con el objeto
de que el sustrato no pierda humedad en el proceso de esterilizacion y se dejan
enfriar durante 24h para ser inoculadas (Poma, 2011, Rodriguez-Gamez et al.,
2017). Transcurridos cuatro dias, posterior a la inoculacion, se agita la bolsa, esto
con el fin de fraccionar el sustrato colonizado y permitir que las partes sin
crecimiento se oxigenen. Cuatro dias después del primer movimiento de bolsa,
(ocho dias después de la inoculacién), se realiza una nueva agitaciéon manual para

estimular la formacién de conidios (Natareno, 2019).

Figura 7. HE producidos en bolsas
(Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza, 2012).
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2.7.2 Produccion en bandejas

En este proceso, la germinacién y desarrollo vegetativo del hongo, se realiza en
bolsas y el proceso de colonizacion y esporulacion, se hace en bandejas; Se repite
el procedimiento, del mismo modo que para el método en bolsas, posteriormente,
con una tijera desinfectada con alcohol, se cortan las bolsas por debajo de donde
fue cerradas, y se pasa el arroz con el hongo a bandejas que han sido previamente
desinfectadas para lo cual, estas se limpian y humedecen con alcohol y se flamean
con el mechero. Se extiende el arroz en ellas, para favorecer la colonizacion y
esporulacion del hongo y se dejan en incubacion a 27 °C y 80% de humedad por

cinco dias (Gomez et al., 2014).

Figura 8. Produccién de HE en bandejas
(Goémez et al., 2014).

2.7.3 Produccién en biorreactores

Los biorreactores, son aparatos donde se desarrollan una serie de reacciones, por
la accién de microorganismo o de enzimas, bajo un ambiente controlado en el que
se pretende un crecimiento celular o la produccion de metabolitos de interés con
una eficiencia 6ptima (Cruz, 2007). Una de las desventajas de la produccion
utilizando este metodo, es que los biorreactores deben ser vaciados, limpiados,
esterilizados y recargados en cada fermentacién (Jimenez y Pantoja, 2012). Y una
ventaja es que en estos reactores, las condiciones ambientales pueden regularse
mucho mejor que en bolsas o bandejas, por ejemplo, mediante un flujo de aire
acondicionado, calefaccion o refrigeracion (Bautista et al., 2018).
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Figura 9. C. fumosorosea producido mediante biorreactores de columna
(AAC-BIOLAB, 2021).

2.7.4 Produccion en medio liquido

De acuerdo con GOmez et al.,, (2014); los medios liquidos utilizados para la
produccién masiva varian de acuerdo con la especie de HE que se va a producir,
los mas utilizados son: PD, PG (Papa Dextrosa, Papa Glucosa), CA (Caldo de
Arroz). Estos medios pueden prepararse en frascos Erlenmeyer o matraces a razon
de 700 mL por frasco de 1000 mL, se cubren con papel aluminio y se esteriliza a

121 °Cy 15 psi (1 atm) de presiéon por 20 minutos.

Otra forma de preparar el medio liquido es en biofermentadores de 20 litros, se
preparan 15 litros de medio, se esterilizan en una autoclave por una hora a 121 °C
y 15 libras por pulgada cuadrada. La esterilizacion se realiza con los filtros, cerrando
las mangueras con una pinza antes de los filtros para evitar que se mojen al

momento de la esterilizacion (Hernandez, 2016).

e Frascos Erlenmeyer: Una vez frios los medios liquidos, se llevan a la camara
de flujo laminar y se le agrega aproximadamente 0.1g de cloranfenicol a
granel, se agrega 10 mL de agua destilada estéril mas Tween y con la ayuda
de una espatula o una cucharilla flameada y enfriada con alcohol, se raspa
suavemente la superficie de la placa, para soltar las esporas o conidias, se
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agrega 10 mL de agua destilada estéril mas Tween, con una pipeta estéril se

toma 5 mL de la solucién para finalmente, agregarlo al medio liquido frio.

e Biofermentador: Una vez frio el biofermentador, se le agrega 1 mL de acido
lactico por litro de medio y 0.1g de antibiético por litro (cloranfenicol o sulfato
de estreptomicina) y se inocula con una solucion de esporas que se obtiene
de una placa esporulada, la cual se prepara del mismo modo que para los
frascos Erlenmeyer, finalmente, se le coloca un motor de pecera para su

agitacion por 3 dias, a temperatura de 24 a 28 °C.

Figura 10. Produccién de HE en medio liquido
(Gémez et al., 2014).

2.8 Bagazo de cafia (Saccharum officinarum) (Linneo, Poaceae)

El bagazo de cafia de azucar es un material lignocelulésico constituido
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina; Obteniendo como subproducto
o residuo en los centrales azucareros, después de la extraccion del jugo de cafa de
azucar y representa aproximadamente entre el 25 y 40 % del total de materia
procesada, dependiendo del contenido de fibra de la cafia y la eficiencia en la
extraccion del jugo (Pernalete et al., 2008). Su composicidon quimica en estado
natural consta de: celulosa 45.13%, lignina 14.11%, pentosanos 25.56%, cenizas
8.03% y una humedad de 9.67% (Ledn-Martinez et al., 2013); Ademas que Aguilar—
Rivera (2011), menciono que el bagazo esta constituido por cuatro fracciones: Fibra
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0 bagazo (45 %), solidos no solubles (2—3%), sélidos solubles (2—3 %) y agua (49 —
51%).

El Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), 2018, presenta la
cifra preliminar de cierre de la produccién de cafia de azucar en ese afio, la que
ascendié a 55.9 millones de toneladas, de acuerdo con el reporte del avance de
siembras y cosechas al mes de julio y los principales estados productores fueron
Veracruz (37.5%) y Jalisco (13.1%), que en conjunto aportaron 28.3 millones de
toneladas; esto es, 50.6% del total nacional y para el afio 2019/2020 su produccion
fue de 903 mil 276 toneladas.

La utilizacion del bagazo de cafia es variada, Leon-Martinez et al., (2013) menciona
que, principalmente en portamacetas, revestimiento de botellas, sombreros,
macetas, placas. Garcia-Torres et al., (2011), sefiala que se han utilizado como
texturizante en diferentes tecnologias, como lo es, el composteo para la remediacion
de suelos o crecimiento de microorganismos, y finalmente Becerra-Quiroz et al.,

(2016), infiere que también es el mejor sustituto de la madera en la produccion de

papel.

2.9 Texturizantes (soportes)

Algunos criterios para la seleccion de texturizantes, que son utilizados como
soportes para el crecimiento de diversos microorganismos, se basan en el
cumplimiento de diversos parametros, entre ellos, presencia de una superficie
amplia para la adherencia celular, facilidad de operacién y regeneracion, porosidad,
estabilidad quimica y biologica, y resistencia a enzimas, solventes y a cambios de

presion, entre otros (Botello et al., 2016).

Para disminuir los inconvenientes en la transferencia de gases entre ellos, se han
utilizado materiales que modifican la porosidad del lecho de empaque durante el
cultivo en soporte sélido, dichos materiales reducen la compactacién del sustrato,
se aumenta el area de contacto entre el sustrato y el microorganismo y se favorece
asi el intercambio gaseoso. Algunos materiales utilizados como texturizantes

incluyen paja, desperdicios de algodon, aserrin, virutas de madera, residuos de
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poda (ramas y troncos secos), hierba seca, bagazo de cafia de azlcar y espuma de

poliestireno, entre otros (Angel-Cuapio, 2016).

2.10 Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758, Coleoptera: Tenebrionidae)

Ecoproten en el 2022 menciona que el T. molitor, comunmente llamado escarabajo
de la harina o gusano de la harina es un insecto en donde se pueden utilizar todos
los estados biologicos de su ciclo de vida con una duracion de aproximadamente
125 dias, lo que hace que su produccion sea sostenible. Ciclo de vida. Cuando el
huevo del T. molitor eclosiona, comienza su fase larvaria y posteriormente la pupa.
Las larvas pueden pasar hasta por 20 mudas antes de su estadio de pupa previo a
la etapa de adulto; existe dimorfismo sexual, después de la cOpula inicia otra
generacion. Se estima que al afio puede haber hasta 10 generaciones de estos

insectos (Ecoproten, 2022).
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Figura 11. Ciclo de vida Tenebrio molitor: larva, pupa y adulto
(Roig, 2019).
Se ha demostrado, que los tenebrionidos tienen la capacidad de degradar una serie
de materiales, entre ellos los polimeros, como: PS, PE, PP, PVC (Zhong et al.,
2022). Estos insectos son considerados como una de las alternativas mas
prometedoras para abordar la deficiencia prevista de proteinas alimentarias
convencionales, debido a su notable contenido en proteinas, lipidos, vitaminas y

minerales portando ventajas ambientales y economicas (Gkinali et al., 2022).
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Por otro lado, debido a las caracteristicas morfolégicas vy fisiolégicas de T. molitor
se ha empleado para evaluar diferentes trabajos de investigacion a nivel de
laboratorio (Alcantara-Vargas et al., 2020). Ademas, importante mencionar que los
conidios y metabolitos secundarios de los HE, se han evaluado en diferentes
familias, géneros y especies insectos considerados como plaga como: Phyllophaga
spp., Bradysia impatiens y Metamasius spinolae (Chavez et al., 2014, Marin-Cruz
et al., 2017, Sanchez-Perez et al., 2014).

3. JUSTIFICACION

El uso indiscriminado de plaguicidas quimicos para el control de plagas agricolas
ha provocado problemas de contaminacién ambiental y ha generado resistencia a
estos productos. De la misma manera, se conoce que estos plaguicidas han
contribuido al incremento del efecto invernadero y han actuado como la principal
causa de la lluvia 4cida (Devine et al., 2008), también tienen efectos negativos en
la salud de los aplicadores, como puede ser desde intoxicaciones leves y agudas,
hasta provocar cancer y consecuencias en los aparatos: reproductivos, inmunitarios
0 nerviosos, por lo cual, es importante la busqueda y determinacion de biomoléculas
para el control de plagas, en especial de aquellas que no tienen un impacto negativo
contra el medio ambiente, ni en la salud humana como lo son, los hongos

entomopatdégenos (HE) (Gallegos et al., 2016, Del Puerto et al., 2014).

Los mas empleados son Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea, Metarhizium
anisopliae y Lecanicillium lecanii, microorganismos que producen unidades
infectivas denominadas conidios y metabolitos secundarios, que les interesan a las
empresas y/o instituciones de investigacion por su actividad de control, por sus
nuevas propuestas biotecnolégicas para su elaboracién, con una amplia eficacia
como agentes de control biolégico de diferentes plagas agricolas (Centro

agronomico tropical de investigacion y ensefianza, 2012).

Por lo anterior, las propuestas que se hicieron en esta investigacion fueron:
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1. Produccion de conidios de Cordyceps fumosorosea (=lsaria) (Hipocreales)
(Clavicipitaceae) en biorreactores de columna; 2. Evaluacién de la calidad de los
conidios producidos, mediante su aplicaciéon en Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758,
Coleoptera, Tenebrionidae) y 3. Evaluar el efecto insecticida en T. como agente de
control biolégico.

4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION
e (Se incrementara la produccion de conidios de Cordyceps fumosorosea
(=lsaria) debido a la porosidad del lecho de empaque generada por las

mezclas de arroz-bagazo de cafa?

e ¢Los parametros de calidad (viabilidad y germinacién) e infectividad de los
conidios obtenidos no disminuiran al ser producidos en mezclas de arroz-

bagazo de cafia?

e ¢ Cuales son los metabolitos secundarios producidos por HE reportados en

la literatura?

5. OBJETIVOS E HIPOTESIS

5.1 Objetivo general
Producir conidios de Cordyceps fumosorosea (=Isaria) (Hipocreales)

(Clavicipitaceae) en biorreactores de columna.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar cinética de produccién de conidios de Cordyceps fumosorosea
(=Isaria) por fermentacién sélida utilizando arroz como sustrato.

e Producir conidios de Cordyceps fumosorosea (=lsaria) por fermentacion

solida utilizando mezclas de arroz-bagazo de cafa.
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e Estimar las variables de calidad (germinacion y viabilidad) de los conidios
obtenidos de Cordyceps fumosorosea (=Isaria) en mezclas de arroz-bagazo
de cafia.

e Determinar las variables de infectividad de los conidios obtenidos de
Cordyceps fumosorosea (=lIsaria) en mezclas de arroz-bagazo de cafa;
mediante su aplicacion en Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758, Coleoptera,
Tenebrionidae).

» Presentar las nuevas estrategias que se han aplicado para el control de
insectos plaga mediante el uso de metabolitos secundarios producidos por
los HE, con efecto insecticida.

5.3 Hipotesis

La incorporacion de bagazo de cafia como texturizante en cultivos soélidos
incrementara la produccién de conidios de Cordyceps fumosorosea (=lsaria) sin

disminuir las variables de calidad e infectividad de los conidios obtenidos.

6. METODOLOGIA

PRIMERA PARTE: TRABAJO DE LABORATORIO

6.1 Propagacion, reactivacion y conservacion de la cepa

Se utilizé la cepa Cordyceps fumosorosea, con nombre comercial Pae-sin donada
por la empresa Agrobionsa® en Sinaloa, México y la cepa Cordyceps fumosorosea
CHE-CNRCB 303 obtenida de la coleccion de hongos del laboratorio de
Enzimologia y Biologia Molecular de Hongos Filamentosos de la Universidad
Autonoma Metropolitana- Iztapalapa (W-104) en Iztapalapa, Cuidad de México,

México

Ambas cepas se sembraron por estria en caja Petri utilizando agar dextrosa

Sabouraud, ADS (Bioxon®, México) y se incubaron a 28 + 1°C durante 14 dias.
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Posteriormente, se tomd una asada de conidios y se sembraron nuevamente por
estria en matraz Erlenmeyer de 250 mL con medio ADS en las mismas condiciones
y dias (Montesinos et al., 2011). (Laboratorio de quimica L05, Teconologico de
Estudios Superiores de Ecatepec, 2019 y Laboratorio de Biotecnologia,
Departamento de Sistemas Biologicos de la Universidad Automa Metropolitana
2019).

Para conservar las cepas, se utilizd aceite mineral blanco (Meyer®, México) con
doble esterilizacion en autoclave a 15 psi, después de la esporulacion del hongo
(aproximadamente 7 a 10 dias), se cortaron recuadros de 3 x 3 cm que después se
colocaron en viales de 45 mL que contenian 3 mL de aceite mineral y se guardé a
28 £ 1°C (Lopez et al., 2002).

En cuanto a la recuperacion de estos cultivos se realizé un lavado de 10-15 s en
aproximadamente 10 mL de agua destilada estéril en una placa de Petri de 60 x 15
mm para que flote un poco del aceite y luego se transfirio el bloque a un medio
fresco con base a la metodologia descrita por Lopez et al., (2002). AAC-Biolab
(2019).

6.2 Determinacién de parametros fisicos de la relacion arroz/bagazo

Se determiné la cantidad de humedad presente en las diferentes relaciones de
arroz/bagazo de cafa, (100-0,90-10,80-20,70-30,50-50,0-100) utilizando una
termobalanza VE-50-5 (velab™), en donde se coloc6 una muestra de cada relacion
para su andlisis (Laboratorio de quimica LO5, Tecnologico de Estudios Superiores
de Ecatepec 2019).

6.3 Produccién de conidios mediante fermentacion sélida

Se realiz6 la extraccion de conidios con Tween 80 al 0.05% y se agitd mediante un
agitador magnético durante 10 minutos, después se filtr6 con una gasa para eliminar
los sélidos y se obtuvo una suspension de conidios (Montesinos et al., 2011), se
realizé una dilucién 1:100 y para estimar la concentracion de conidios se realiz6 el
conteo por medio de una camara de Neubauer (Marienfiel®, Alemania), en un

microscopio éptico acoplado a una pantalla de LCD (Laboteca®, México), utilizando
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el objetivo 40X, para estimar la concentracion se utilizé la férmula descrita por
Bustillo (2010), N=(x)(25)(1X10%)(FD), en donde: N=NUmero de conidios/mL,
x=Promedio del conteo de conidios en la camara de Neubauer, FD= Factor de
dilucion. Laboratorio de quimica LO5, Tecnologico de Estudios Superiores de
Ecatepec (2019).

6.3.1 Cinética de produccién de conidios (arroz)

Se utilizaron como biorreactores, columnas de vidrio de 2 cm de didmetro interno y
20 cm de altura, los cuales fueron esterilizados en autoclave a 120°C, 15Ib por 15
min. Se prepararon bolsas de polietileno con 10 gramos de arroz, se inocularon con

una concentracion de conidios de 1x10’con/mL (Méndez-Gonzalez et al., 2020).

El inéculo se distribuy6 en el arroz con un mezclado manual y se dejé reposar
durante 15 min a temperatura ambiente en condiciones estériles. Posteriormente,
se mezclé nuevamente y se transfirié a los biorreactores. Se incub6 durante 15 dias
en un bafo de agua a 28 * 1°C, regulado con un termostato (SUNNY®) de modelo
SGH-50, a partir del tercer dia se cuantifico la produccién de conidios, en donde se
realiz6 una dilucién 1:100 y por medio de una cAmara de Neubauer (Marienfiel®,
Alemania) siguiendo la metodologia previamente descrita (Bustillo, 2010; Méndez-
Gonzalez et al., 2020). Laboratorio de quimica LO5, Tecnologico de Estudios

Superiores de Ecatepec (2020).

6.3.2 Calculo de rendimiento y productividad

Para realizar el calculo del rendimiento se utilizo la siguiente férmula:

(Produccion * Factor de dilusion)

Rendimiento =
Gramos de arroz

Y para el calculo de productividad se utilizo la siguiente formula:

Rendimiento

Productividad = -
Dia
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6.3.3. Porosidad y densidad aparente (Angel Cuapio, 2016)
Para el calculo de la porosidad se utiliz6 la siguiente formula:

(Volumen de aceite mineral — Volumen de la muestra)

& =

Volumen de aceite mineral

Donde:

e El volumen del aceite mineral se calculé considerando su densidad de 0.82,
lo cual se convirtié en gramos, obteniendo 820 gramos para un litro, entonces
se utilizé la siguiente formula:

1000 mL x peso del aceite en la muestra

Volumen del aceite mineral =
820 gramos

e Elvolumen de la muestra se calculé de la siguiente manera:

Volumen de la muestra

ancho del frasco)2

= (m)(Altura de la muestra en cm) ( >

Posteriormente para el calculo de la densidad aparente se utilizo la siguiente
formula:

Peso
DA €))

~ Volumen de la muestra (mL)

Cabe resaltar que esta evaluacion solo fue de arroz y bagazo de cafia sin probarlo

con algunas de las cepas C. fumosorosea.

6.3.4 Produccion de conidios en diferentes porosidades (arroz/bagazo)

Se utilizaron como biorreactores columnas de vidrio de 2 cm de diametro interno y
20 cm de altura, los cuales fueron esterilizados en autoclave a 120°C por 15 min.
Se prepararon bolsas de polietileno con 10 gramos de

materia sélida total en diferentes relaciones porcentuales de arroz y bagazo de
cafna, las cuales son: (100-0%, 90-10%, 80-20%, 70-30%, 50-50% y 0-100%), de
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acuerdo con Angel-Cuapio et al., (2015) y se inocularon con una suspension de

esporas de Pae-sin a una concentracion de 1x107 conidios/mL.

Una vez que se obtuvo el indculo, se distribuyd en los sustratos con un mezclado
manual y se dejé reposar durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se mezclé manualmente una vez mas y se transfirié a los biorreactores. Se incubé
en un bafo de agua con dimensiones 51 cm x 45 cm x 27 cm, se incub6 a 28 + 1°C
durante 11 dias y se cuantificé la produccién de conidios (Méndez-Gonzalez et al.,
2020). AAC-Biolab (2021).

6.3.5 Calculo de tasa especifica de produccion de conidios

Para determinar la tasa especifica de produccion de conidios se utilizé la ecuacion
de crecimiento exponencial

x = xgeht
Donde:
xo = Concentracion de biomasa parat =0
x = Concentracion de biomasa para t (cualquier tiempo mayor a 0)
u = Velocidad especifica de crecimiento
Ajustando los resultados experimentales a los estimados utilizando solver como

herramienta.

6.3.6 Evaluacién de la calidad de conidios obtenidos de Cordyceps
fumosorosea (=Isaria) en mezclas de arroz-bagazo de cafia; mediante su

aplicacion en Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758, ColeOptera, Tenebrionidae)

Para evaluar los parametros de infectividad, de C. fumosorosea se aplicaron las
cepas de C. fumosorosea CHE-CNRCB 303 y Pae-sin; en T. molitor (Linnaeus,
1758; Tenebrionidae, Coledptera). Para las pruebas de infectividad se aplicaron los

conidios cosechados en el dia de mayor produccién (dia 11), para todas las
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relaciones de arroz-bagazo de cafia. La extraccion de conidios se realizé como se
menciono en la seccién 6.3.1, posteriormente se prepard una suspension de 30 mL

con una concentracion de 1x107 conidios/mL.

1. Estudios de infectividad de ambas cepas de C. fumosorosea CHE-
CNRCB 303 y Pae-sin (Control positivo), se colocaron 15 larvas por
caja Petri y se analizaron un total de 30 cajas (450 larvas), cada
tratamiento con cinco repeticiones (relaciones mencionadas en la
seccién 6.3.2).

2. Para el control negativo se utilizaron 6 cajas con 15 larvas cada una,

un total de 90 larvas.

La infeccion de las larvas de T. molitor fue por inmersion durante 15 s en la
suspensién de conidios obtenida para cada relacion arroz/bagazo de cafia y como
control negativo se utiliz6 una solucién de Tween 80 (0.05%). Las larvas se
alimentaron con dieta de salvado de trigo (Pronasoya, México), se incubaron a una
temperatura de 25°C con una humedad del 50%, finalmente se registro la mortalidad
cada 24 h durante 15 dias, las larvas muertas se colocaron en cAmara humeda para
determinar su muerte por micosis (Alcantara-Vargas et al., 2020). AAC-BIOLAB
(2021).

6.3.7 Célculo de los parametros de infectividad
Los datos obtenidos utilizando la metodologia anterior se ajustaron a una

funcién de decaimiento exponencial la cual consiste en la siguiente manera:

Y =100; If0<t<tp

Y = (100 -S) e ) + S: If t > to
Donde:

Y = % de sobrevivencia al tiempo final

K = Tasa especifica de muerte (d?)
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to = Tiempo de retardo (d)

S="% de sobrevivencia asintotica estimada

Y para el calculo de TL50, se tomaron los datos de K, toy S que arrojo Solver
(un programa complementario de Microsoft Excel, que permite ajustar los
valores experimentales a los estimados y asi encontrar el valor 6ptimo de

una formula).

6.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de
una via y una diferencia de medias a través de una prueba de Tukey (p<0.05),
utilizando el programa SPSS (21) como paquete estadistico (Angel-Cuapio et al.,
2015).

Segunda Parte. USO DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS PARA EL CONTROL DE PLAGAS AGRICOLAS. Revisién
bibliografica

Debido a la pandemia del COVID-19, se modificé el proyecto de tesis, por lo que se
realiz6 una revision bibliografica en revistas especializadas del 2008-2021; se
analizé la informacion obtenida, con énfasis en la aplicaciéon de los metabolitos
secundarios de los HE, con propiedades insecticidas y proponerse como una
alternativa para el control de plagas agricolas.
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7. RESULTADOS

PRIMERA PARTE: TRABAJO DE LABORATORIO

7.1 Cinética de produccién de conidios de CHE-CNRCB 303.

Se realiz6 una cinética de produccion de conidios de la cepa CHE-CNRCB 303
durante 15 dias, se encontré la mayor produccion a los 11 y 12 dias de cultivo con
una produccion del 4.72x108 y 4.62x108 conidios/mL respectivamente, lo cual
resulto significativamente diferente (p<0.05) a lo alcanzado en otros dias (Gréfico.
1).

6.E+08
5.E+08
4.E+08

3.E+08

2.E+08

Produccién (conidios/mL)

1.E+08

0.E+00

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo (dias)

Grafico 1. Cinética de produccion de conidios de C. fumosorosea (CHE-CNRCB
303) en biorreactores de columna. Laboratorio de quimica LO5, Teconologico de
Estudios Superiores de Ecatepec (2019).

7.2 Determinacion de porosidad y densidad aparente en diferentes
relaciones de arroz/bagazo de cafa.

Se observo que la porosidad aumenta conforme se incorpora mas texturizante al
lecho de empaque, con respecto a la densidad aparente es inversamente
proporcional a la porosidad. Se encontré la mayor porosidad en la relacion 0-100%
(0.80) que fue estadisticamente distinta a las demas relaciones estudiadas (p<0.05)

y la relacién 100-0% obtuvo el mayor valor de densidad aparente (1.95) (p<0.05)
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como se puede observar en el Grafico 2, por lo tanto, esto demuestra lo antes
mencionado.

Estos perfiles se ajustaron a una ecuacion polindmica de cuarto orden cuyas
ecuaciones son y=-0.0021x* + 0.0279x® - 0.1188x? + 0.189x + 0.5792, obteniendo
una correlacion del 0.99.

Porosidad

2.50 4 - 0.85
y =-0.0021x* + 0.0279x3 - 0.1188x%2 + 0.189x + 0.5792
R2=0.9867
200 - - 0.80
)
e
~
=)
; 1.50 - 0.75
o

1= ]
o i)
< n
a 1.00 4 L 0.70 o
@© o
'% Densidad Aparente o
o
g 050 - . ¢ - 0.65
] y = 0.0148x* - 0.2564%3 + 1.5948x2 - 4.3081x + 4.8964
] R2 =0.9825

0.00 0.60

100-0 90-10 80-20 70-30 50-50 0-100

Relacion arroz-bagazo de cafia (%)

Grafico 2. Porosidad y densidad aparente en relaciones de arroz-bagazo de cafia.
Laboratorio de quimica L0O5, Teconologico de Estudios Superiores de Ecatepec
(2019).

7.3 Produccién de conidios de C. fumosorosea (CHE-CNRCB 303) en
diferentes relaciones arroz/bagazo de cafa

En cuanto a la produccién de las relaciones arroz y bagazo de cafa; se encontrd
qgue la porosidad 0.51 obtenida con la relacion 80-20%, presentd una diferencia
significativa mayor (p<0.05); con respecto a las demas porosidades que se probaron
(Gréfico 3), arrojando resultados del 1.75x10° conidios/gasi a los 11 dias.
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Grafico 3. Produccion de C. fumosorosea (CHE-CNRCB 303) a 11 dias mediante
biorreactores de columna, en diferentes porosidades arroz-bagazo de cafa.
AAC-BIOLAB (2021).

7.4 Produccién, productividad, rendimiento y tasa de produccién de
Pae-sin (producto comercial); en diferentes porosidades arroz/bagazo
de cafia

7.4.1 Relacién 100% arroz

La produccion de conidios de C. fumosorosea (Paesin), fue monitoreada en una
cinética de produccion durante 15 dias (Gréafico 4-A); se encontré la mayor
produccion a los 14 dias de cultivo, la cual fue de 1.6x108 conidios/mL, siendo
estadisticamente significativa la diferencia (p<0.05) entre los otros dias. Sin
embargo, la mayor productividad se obtuvo a los siete dias de cultivo con un valor
de 1.4x10° conidios/gasi*d (Gréafico 4-B); resultando estadisticamente significativa
la diferencia (p<0.05). Por otra parte, el mayor rendimiento se alcanz6 a los 14 dias
de cultivo, con un valor de 1.4x10° conidios/gasi (Gréfico 4-C); el cual fue
estadisticamente significativo (p<0.05). Cabe mencionar, que se ajustd el modelo
exponencial para obtener la rapidez de produccién de conidios, la cual fue de 0.35

dias "1 con un coeficiente de correlacion de 0.97.
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Grafico 4. Cultivo de C. fumosorosea (Pae-sin) en 100% arroz.

7

p=0.35 dias !
R2=0.97

a) Cinética de produccion, b) Cinética de productividad, c) Cinética de

rendimiento y d) Ajuste de datos al modelo exponencial.
AAC-BIOLAB (2021).

7.4.2 Relacién arroz/bagazo de cafia: 90-10%

La produccién de conidios de C. fumosorosea (Pae-sin), fue analizada en una

cinética de produccion durante 14 dias (Gréafico 5-A); en la relaciéon porcentual de

90-10%, se encontrd, la mayor produccion en el dia nueve de cultivo, obteniendo un

1.10x108 conidios/mL; siendo estadisticamente diferentes (p<0.05); entre los otros
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A)

Conidios/mL

C)

Conidios/gasi

dias. De la misma manera, la mayor productividad, se obtuvo a los nueve dias de
cultivo; con un valor del 8.05x107 conidios/gasi*d (Grafico 5-B); con una diferencia
significativa de (p<0.05). Por otro lado, el mayor rendimiento, también se alcanzo a
los nueve dias de cultivo, con un valor del 6x108 conidios/gasi (Grafico 5-C); el cual
fue estadisticamente significativo (p<0.05). Finalmente, se ajustd el modelo
exponencial para obtener la rapidez de produccion de conidios, la cual fue de 0.18
dias - con un coeficiente de correlacién de 0.82.
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Grafico 5. Cultivo de C. fumosorosea (Paesin), en arroz- bagazo de cafa
(90-10%) a) Cinética de produccidn, b) Cinética de productividad, c) Cinética de
rendimiento y d) Ajuste del modelo en la fase exponencial.

AAC-BIOLAB (2021).

7.4.3 Relacién arroz/bagazo de cafia 80-20%

Para la relacion 80-20% arroz/bagazo de cafa: la mayor produccion de conidios de
C. fumosorosea (Paesin), se encontré a los siete dias (Grafico 6-A); siendo de
1.80x108 conidios/mL; donde fue estadisticamente significativa la diferencia
(p<0.05) entre los demas dias probados. La mayor productividad también se
observo a los siete dias de cultivo, con un valor de 1.50x10° conidios/gasi*d (Gréafico
6-B); resultando estadisticamente significativa la diferencia (p<0.05). Y de la misma
manera, el rendimiento se alcanzo a los mismos dias de cultivo con un valor del
1.50x10° conidios/gasi (Gréafico 6-C); el cual fue estadisticamente significativo
(p<0.05). Para esta relacion también se ajust6é el modelo exponencial para obtener
la rapidez de produccién de conidios, la cual fue de 0.29 dias ! con un coeficiente

de correlacion de 0.92.
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Grafico 6. Cultivo de C. fumosorosea (Paesin), en arroz- bagazo de cafa

(80-20%) a) Cinética de produccion, b) Cinética de productividad, c) Cinética de

AAC-Biolab (2021).

7.4.4 Relacién arroz/bagazo de cafia 70-30%

rendimiento y d) Ajuste del modelo en la fase exponencial.

La produccion de conidios de C. fumosorosea (Paesin), fue monitoreada en una

cinética de produccion durante 15 dias (Grafico 7-A); se encontré la mayor

produccioén a los seis dias de cultivo, la cual fue de 1.60x108 conidios/mL; siendo

estadisticamente significativa la diferencia (p<0.05) entre los otros dias. De la

misma manera, se obtuvo la mayor productividad a los 1.90x108 conidios/gasi*d

(Grafico 7-B); resultando estadisticamente significativa la diferencia (p<0.05). El

mayor rendimiento también se alcanzo a los seis dias de cultivo con un valor de
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1.23x10° conidios/gasi (Gréafica 7-C); el cual fue estadisticamente significativo

(p<0.05). Cabe mencionar que se ajustdé el modelo exponencial para obtener la

rapidez de produccién de conidios, la cual fue de 0.27 dias " con un coeficiente de

correlacion de 0.99.
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(70-30%) a) Cinética de produccion, b) Cinética de productividad, c) Cinética de

rendimiento y d) Ajuste del modelo en la fase exponencial.
AAC-BIOLAB (2021).
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7.4.5 Relacién arroz/bagazo de cafia 50-50%

Por dltimo, la produccién de conidios para C. fumosorosea (Paesin), fue
monitoreada en una cinética a los 15 dias (Gréfico 8-A); encontrando la mayor
produccion a los nueve dias de cultivo, la cual fue de 6.80x107 conidios/mL; siendo
estadisticamente significativa la diferencia (p<0.05); entre los otros dias. Sin
embargo, la mayor productividad se obtuvo a los cinco dias de cultivo con un valor
de 8.20x’ conidios/gasi*d (Grafico 8-B); resultando estadisticamente significativa la
diferencia (p<0.05). Por otra parte, el mayor rendimiento se alcanzé a los 11 dias
de cultivo con un valor de 5.80x10% conidios/gasi (Grafico 8-C); el cual fue
estadisticamente significativo (p<0.05). Cabe mencionar que se ajusté el modelo
exponencial para obtener la rapidez de produccion de conidios, la cual fue de 0.91

dias "1con un coeficiente de correlacion de 1.
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Gréfico 8. Cultivo de C. fumosorosea (Paesin), en arroz- bagazo de cafa

(50-50%) a) Cinética de produccidn, b) Cinética de productividad, c) Cinética de

rendimiento y d) Ajuste del modelo en la fase exponencial.
AAC-BIOLAB (2021).
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8. Evaluacion de la calidad de conidios obtenidos de C. fumosorosea
(=lsaria) en mezclas de arroz-bagazo de cafa; mediante su aplicacion en T.
molitor

8.1. Tenebrio molitor

En el cuadro 4 se presentan los parametros de infectividad obtenidos al evaluar la
accion insecticida de los conidios de C. fumosorosea de ambas cepas sobre larvas
de T. molitor. Para la cepa de C. fumosorosea (CHE-CNRCB 303) se encontré que
las relaciones 80-20% y 70-30% obtuvieron un tiempo de retardo menor que las
demas mezclas, lo cual significa, que transcurrid solo 4 dias en aparecer las
primeras larvas muertas, en comparacion de la mezcla 100-0% que fue la que tardo
mayor tiempo; Por otro lado, para la cepa de Pae-sin, este efecto ocurrié en la
relacion 80-20%, demorando tres dias para observar las primeras larvas muertas,
siendo la mezcla mas eficiente en este aspecto en comparacion de las demas

relaciones probadas.

Cuadro 4. Porcentaje de sobrevivencia T. molitor

Cepa Arroz/bagazo To k TL50 S

de cafia (dia) (dias™?) (dias) (%)
(%)

100-0 7.652 +0.1802%° | 5.412 +0.0152 | 11.704+0.501° 002
C. 90-10 4,726 £1.295°¢ | 5.314+0.0122 12.263+0.1922 0+02
fumosorosea 80-20 3.626 +£1.290¢ | 3.225+0.083¢ 9.255+0.350° 0+02
Pae-sin 70-30 4.346 +2.490¢ | 4.497+0.023° 11.593+0.213° 0+02
50-50 5.679 #0.141° | 4.021+0.210° 12.178+0.5312 0+02
100-0 7.091+0.181” | 6.175+0.015* | 11.383+0.992/8 0+0A
C. 90-10 6.367+0.437% | 5.929+0.025" | 10.880+0.943" 0+04
fumosorosea 80-20 4.088+0.202¢ | 5.748+0.058* 8.600+0.303°¢ 0+04
CHE-CNRCE 303 70-30 4.236+1.768° | 4.157+0.067% | 10.146+0.5358 0+0A
50-50 5.645+0.4258 | 4.247+0.078® 11.460+0.4254 0+04

ab diferencia significativa (p<0.05) para Pae-sin

AB diferencia significativa (p<0.05) para CHE-CNRCB 303

En donde:

TO: Tiempo de retardo (tiempo en que tarda en aparecer el primer insecto muerto).

K: Tasa especifica de muerte.
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TL50: Tasa letal 50.
S: Porcentaje de sobrevivencia.
AAC-BIOLAB (2021).

SEGUNDA PARTE: REVISION BIBLIOGRAFICA

Como resultado de la revision bibliografica realizada de 2008 al 2021, se localizaron
220 articulos, en donde se analizé el uso de las principales especies de HE y las
especies de insectos, en donde se ha evaluado el efecto insecticida de los
metabolitos secundarios para el control de plagas. Dentro de los HE, la especie mas
estudiada es B. bassiana, seguida de M. anisopliae y C. fumosorosea y el nUmero

de articulos relacionados corresponde a 112, 41 y 42 respectivamente.

9. DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se analiz6 la incorporacion
de arroz precocido como sustrato, empaquetado en biorreactores de columna para
la produccion de C. fumosorosea, en donde se encontré la mayor produccion de
conidios a los 11 y 12 dias de cultivo con un rendimiento del 4.72x108 y 4.62x108
conidios/gasi respectivamente, lo cual resulto significativamente diferente (p<0.05)
a la productividad alcanzada en otros dias (Figura 12). Posteriormente se analizo la
porosidad y la densidad aparente en las diferentes relaciones de arroz/bagazo de
cafia, las cuales coincidieron exactamente con la relacién 80-20% a diferencia de
las demas, con una porosidad de 0.67 y una densidad aparente del 0.71 g/mL
ajustandose los resultados a una ecuacién polindbmica de cuarto orden (Figura 13),
observandose que al ir incrementando la incorporacion del bagazo de cafa, la
densidad aparente va disminuyendo y eso se debe a que el arroz ocupa mas
espacio dentro de la unidad experimental. De la misma manera, en las diferentes
proporciones de arroz-bagazo de cafa, la relacion 80-20 fue la que resulté

significativamente diferente (p<0.05) para la produccion de C. fumosorosea
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comparado con las demas (Figura 14), lo cual da indicios de que son parametros

que considerar para mejorar la produccion de esporas de este hongo.

Sung et al., 2009, encontraron que la temperatura optima para la produccion de
biomasa micelial del hongo cordyceps es de 28°C por lo cual concuerda con la
presente investigacion ya que al utilizar esta misma temperatura para la incubacion
de los biorreactores de columna permitio un buen crecimiento del hongo para el
desarrollo de la presente investigacion. Por otro lado, tambien mostraron que los
niveles mas altos de produccion se presentaron en el dia 7 y en la presente
investigacion se obtuvo la mayor productividad en este mismo dia, por ende, se
puede decir que hay que tener una mayor atencion en este dia ya que, se tiene un
mayor aprovechamiento de todos los recursos con el que cuenta el hongo para

sobrevivir y multiplicarse.

En la presente investigacion se pudo observar que utilizar arroz como sustrato para
la produccion de Cordyceps es beneficiosa coincidiendo con Portilho da Cunha et
al., 2019, en donde tambien se recomienda cuidar la aereacion para la produccion
de conidios en donde, se puede complementar esa informacion con la incoportacion
de bagazo de cafia como también lo menciona Jung-Young et al., 2007, observando
gue resulta beneficioso para este parametro. En Brazil normalmente se utiliza vasos
con arroz pero se ha observado que ocupan mucho espacio, pero si se utiliza la
metodologia de biorreactores de columna, en donde, se tiene un control sobre estos
espacios, significaria una ganancia significativa en la productividad ademas de un
bajo indice de contaminacion ya que se tienen parametros de control importantes

en este sentido.

Los HE tienen un amplio campo de aplicacion como lo demostraron Deepak et al.,
2016, en donde no solo demuestran que tienen efecto insecticidas si no tambien,
tiene utilidad para la remedacion de metales pesados de aguas residuales

contaminadas como fue en el caso de B. bassiana.
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Es importante mencionar que en los ultimos afios (2010 al 2021), se han reportado
investigaciones de la produccion de hongos entomopatdgenos en cultivo sélido, que
permiten comparar los datos obtenidos en este estudio con Angel-Cuapio et al.,
(2015), quienes reportaron una producciéon de 5x10° conidios/gasi a ocho dias de
cultivo para C. fumosorosea (=Isaria) en cultivo solido; utilizando arroz como
sustrato empaquetado en frascos de vidrio. Por su parte, Méndez-Gonzalez et al.,
(2018); probaron la produccion de conidios de Metarhizium anisopliae en reactores
de columna logrando una produccién de 1.5x10° conidios/gasi, utilizando arroz
como sustrato, resultados que concuerdan con lo obtenido en la presente
investigacién. Los altos niveles de esporulacion pueden ser generados por el
suministro de aireacion forzada que utilizaron, ya que contribuye a mantener las
condiciones que permiten un buen desarrollo del microorganismo y su esporulacion

como lo menciona Garza-Lopez et al., (2011) .

Miranda-Hernandez et al., (2017), mencionan que al utilizar fermentadores con
texturizantes en estado solido para la produccion de conidios de las especies M.
anisopliae, C. fumosorosea o B. bassiana; oscilan a los 21 dias, pero en la presente
investigacion, probando a C. fumosorosea, los puntos maximos se presentaron
entre siete y nueve dias, incorporando arroz y bagazo de cafia como nutriente y

soporte respectivamente para la produccion de conidios de este hongo.

Se han considerado diferentes sustratos para la produccién de conidios de HE como
lo reporta Rodriguez-Gémez et al., (2009), en donde evaluaron la produccion de B.
bassiana en bolsas, de las siguientes especies: L. vulgaris, Zea mays, L. culinaris
en el cual, comparandolo con los resultados obtenidos en esta investigacion, se
obtuvo valores superiores tanto en 100% arroz como en sus diferentes relaciones a

la mitad del tiempo del que los autores obtuvieron sus resultados.
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Por otro lado, Moura et al., (2010) obtuvieron un rendimiento de conidios de C.
fumosorosea en arroz, de 1.14X10° con/gasi; utilizando la técnica de bandeja al dia
siete, en esta investigacion, se obtuvo un rendimiento mayor en el mismo dia,
sustituyendo el 20% del sustrato, por un texturizante agroindustrial con un

rendimiento del 1.48X10° con/gasi.

Rodriguez-Gamez et al., (2017), obtuvieron un rendimiento de conidios de B.
bassiana del 3.15x108 conidios/gasi a los 14 dias, utilizando arroz, pero el cultivo se
realiz6 en bolsas de polietileno, en esta investigacion se logré un mayor rendimiento
para C. fumosorosea a la mitad de los dias, por lo cual, se atribuye a que en los
biorreactores de columna permite la distribucion del oxigeno y en caso de las
mezclas ya utilizando bagazo de cafia, este proporciona una porosidad que favorece

dicha condicion, como lo menciona Méndez-Gonzalez et al., (2018).

Resultados similares se observaron a esta investigacion por parte de Angel-Cuapio
et al., (2015), coincidiendo en que es importante la incorporacion de productos que
brinden mayor porosidad para el crecimiento de C. fumosorosea. Al igual que Moura
et al., (2010) demuestran y sugieren que la incorporacion de bagazo de cafia para
la produccion de Cordyceps (=lsaria) favorece la produccién de conidios debido a

esta condicion.

Al utilizar diversos modelos matematicos para predecir el tiempo de crecimiento de
microrganismos permite determinar la velocidad con la que se reproducen y el
tiempo en que tardarian en llegar a su fase exponencial, determinando las
condiciones Optimas para su desarrollo, ademas si se utiliza el modelo que se aplicé
en esta investigacion por medio de los productores de HE, podrian optimizar la

calidad de conidios, evitando posibles contaminaciones en la produccion sabiendo
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su tiempo y poniendo atencidn en este periodo, asi como, aprovechar cada una de

sus etapas (Rodriguez y Chambi, 2019; Gonzalez, et al., 2022).

Se han aplicado diversos HE en T. molitor, con resultados satisfactorios, en el caso
de Cordyceps, spp. existen pocos trabajos de investigacion relacionados con su
efectividad como agentes de control biologico, para plagas agricolas; ya que es bien
conocido que los HE son especificos para cada especie de hospederos (Castillo et
al., 2020), recientemente Muhammad et al., en el 2020, aplicaron C. fumosorosea
en T. molitor obteniendo resultados muy semejantes, a los que se tuvieron en ésta
investigacion, aunque la diferencia de porcentajes se puede deber a que los autores
realizaron una purificaciéon del hongo, extrayendo y aplicando los metabolitos

secundarios de estos.

Anteriormente, no se observo el efecto insecticida de C. fumosorosea en insectos
de la orden coledptera, pero estudios recientes y en este estudio se comprobd que
tiene un efecto de micosis en insectos de este género, como lo es en: T. molitor,
abriendo la posibilidad de continuar y profundizar la investigacion sobre la aplicacion

de este hongo en diferentes insectos de este género (Litwin et al., 2020).

Por ultimo, los HE pueden ser utilizados como agentes de control biologico de
diversas plagas del sector agricola; ademas de T. molitor, como lo demostraron
Chavez et al., (2014), probando extracto crudo de B. bassiana en larvas de gallina
ciega, obteniendo el 50% de mortalidad a los 10 dias de tratamiento, por lo cual,
coincide con los resultados obtenidos en este trabajo y concluyen que estos hongos

son de amplio espectro teniendo efectos beneficos para dicha area.
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10. CONCLUSIONES

El arroz puede ser utilizado como sustrato en cultivo sobre soporte sdlido, para
incrementar la produccién de conidios de Cordyceps fumosorosea en reactores de
columna empacada, ya que, a partir de este biorreactor, es posible aumentar los
rendimientos considerando que existen dias oOptimos para ello, lo cual es un

elemento fundamental para considerar en la produccién de HE en gran escala.

Los parametros de porosidad y densidad aparente al ajustalos a una ecuacion
polindbmica de cuarto orden, nos permitird conocer su comportamiento utilizando otro
tipo de texturizante ademas del bagazo de cafia, la cual podria desarrollarse de la

siguiente manera: tenido a “y” como la porosidad base de 0.67 (obtenida en esta
investigacion) y a “x” como la relacion, se realiza un despeje de la variable “X” para
conocer gué relacion se debe utilizar y poder concluir si tiene el mismo efecto o su

comportamiento solamente ocurre utilizando bagazo de cafa.

Para la industria, los parametros mas importantes en tomar en cuenta son: la
produccion, productividad y rendimiento, esta investigacion demostré que si se
producen conidios mediante esta técnica (biorreactores de columna), se podra
sustituir el 20% de sustrato por el 20% de texturizante obteniendo una reduccion de
2 dias, costos operativos y energéticos logrando resultados equivalentes a que si

se siguiera utilizando la misma técnica (100% arroz).

Cabe sefalar que el ajuste de una produccion de conidios a un modelo, no se ha
tomado en cuenta, por lo cual es una propuesta nueva, ya que, para los ingenieros
es de suma importancia determinar donde se debe tener la mayor atencion para

obtener buenos resultados en los parametros estudiados anteriormente.
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La aplicacion de los HE en insectos modelo como lo fue en T molitor, permite
conocer su comportamiento y efectividad a nivel laboratorio para posteriormente
proponer su aplicacion a diferentes niveles: ya sea, nivel invernadero o incluso a

nivel campo de manera especifica.

Por otro lado, tomando en cuenta la informacién obtenida de la revision bibliografica
realizada, es evidente la importancia de los HE, ya que diferentes autores, han
estudiado e investigado diferentes aspectos de éstos microorganismo, actualmente
ya se conocen los huéspedes (insectos plagas) y el proceso infectivo de forma
especifica para algunos HE. Hasta el momento, se siguen proponiendo alternativas
para la aplicacion de los HE, ya sea, de manera individual o de manera conjunta
con los MS, abriendo asi la posibilidad de formular nuevos bioinsecticidas, siendo

de gran utilidad en programas futuros de control bioldgico para plagas agricolas.

Por los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede mencionar que C.
fumosorosea, es una alternativa de control bioldgico, se recomienda hacer una
purificacion del hongo, para la extraccion de los metabolitos secundarios vy
conjuntandolos con sus conidios, puede tener una mayor infectividad en menor
tiempo. Para valorar el potencial micoinsecticida de C. fumosorosea es necesario
llevar a cabo nuevas investigaciones en diferentes especies de organismos

considerados como plagas.
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SEGUNDA PARTE
REVISION BIBLIOGRAFICA

12. USO DE METABOLITOS DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS
PARA EL CONTROL DE PLAGAS AGRICOLAS

Debido a la pandemia de la COVID-19, el proyecto se modifico, por lo cual se realizé
una revision bibliogréfica. El planteamiento inicial era realizar la purificacion de los
metabolitos secundarios de C. fumosorosea Yy aplicarlos a diferentes

concentraciones.

La revision bibliogréafica, se llevd a cabo en revistas especializadas, de los afos
2008 al 2021, se localizaron 220 articulos de investigacion, de cada uno de ellos se
hizo un andlisis detallado; se anexa al final del presente trabajo el manuscrito

completo.

De acuerdo con la revision y analisis de la bibliografia realizada, la aplicacion de
conidios de los HE se encuentra en desventaja, algunos autores proponer aplicar
los conidios en combinacién con los MS para la infeccién de los insectos, reduciendo
el tiempo de efectividad y reduciendo la susceptibilidad hacia condiciones
ambientales. Por otro lado, es importante conocer la estructura y composicion
qguimica de los MS y cual es su clasificacion, con el fin de tener un amplio criterio en
su aplicaciéon, asi como, para identificar el efecto que puede tener: insecticida o
insectistatico.

Es necesario sefialar, que no solo se busca la mortalidad en el huésped, también
se puede controlar a las plagas, al afectar su morfologia y fisiologia; un ejemplo es
ocasionar malformaciones en el cuerpo; alteracion del ciclo de vida, deterioro en la

movilidad e incluso afectando su alimentacion.
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ABSTRACT

The use of entomopathogenic fungi (EF) in recent years have been highly effective against the different orders
of insects considered pests of agricultural importance and their conidia have been commonly applied, but it has
been reported that these are sensitive to the environmental conditions. For this reason, bioplaguicides products
have been formulated based on secondary metabolites, recently. These biomolecules participate as biological
control agent, such as: cyclic depsipeptides, amino acids, polyketides, polyphenols and terpenoids. Affecting
their morphology, life cycle and insect behavior. The use of secondary metabolites of entomopathogenic fungi
opens the possibility of application in a more efficient way for the control of agricultural pests in a compatible
with the environment and human health, therefore, it is important to know, analyzing the type of molecules,t
heir effects and their different methods of application.

Key words: cyclic, polyphenolic depsipeptides, secondary metabolites, insecticidal effect, destruxins,
insectistatic effect.

1. Introduction

Entomopathogenic fungi (EF) have shown that they are used efficiently as biological control agents, since they
are responsible for causing diseases in insects [1]. Until now, more than 90 genders and 700 species of EF have
been described and the isolation of new strains continues, among the most used are: Metarhizum anisopliae
with 33.9%, Beauveria bassiana with 33.9%, Cordyceps (=lsaria) fumosorosea with 5.8% and Beauveria
brongniartii with 4.1% [2, 3]. EF present a life cycle marked by a stage at which conidia are formed as a form
of asexual reproduction, in which fungi remain until adhere to the insect's cuticle [4]. According to [5], its
pathogenicity mechanism for EF consists of germination, penetration by mechanical and enzymatic action,
mainly by proteases, lipases and chitinases, affecting the host cuticle. Later, [6] mentioned that a germ tube is
formed and quickly reaches the hemocele, the mycelium of the fungus is transformed in blastospores, which
evade the insect's immune system, producing toxins, such as secondary metabolites (SM), such as depsipeptides,
flavonoids, terpenes, polyketides, SM does not participate directly in the growth of the insect, otherwise, with
their survival.

SM cause alterations in the epithelial cells of the trachea, disable the mechanisms of the immune system and
interrupt the physiological processes of the host, reduce feeding rates and the weight of some insect larvae,
damage the nervous system, and they reduce their capacity to defend from the insect [7, 8, 9].

Conidia from EF are generally used in pest control., but EF has a high sensitivity to the variation of climatic
conditions such as extreme temperatures and ultraviolet light, also to their infection time, is long compared to
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chemical products [10]; Therefore, the potential of formulating new bioinsecticides for the control of
agricultural pests from these metabolites [11].

SM can be used together with conidia and thus reduce the time of infection in insects. Therefore, the objective
of this review is to analyze the advances in research on the SM produced by HE and the potential they have as
biological control agents.

2.- Secondary metabolites (SM) of EF

EF produce a wide variety of organic molecules that have no direct function in primary metabolic processes,
such as nutrient assimilation, protein, carbohydrate or lipid synthesis, and which are referred to as SM, which
are important for the survival and interaction of the organism with its environment [6]. SM serve as: organismis
used against other bacteria, fungi, plants, and insects, metal transporters, and symbiosis agents [12]. [13] report
that cordycepin (a), ergosterol (b) and polysaccharides (c) are identified as the main metabolites of
entomopathogens. On the other hand, other types of compounds have been reported, such as: polyphenolics
with functional properties found in the plant and fungal kingdom, such as terpenes, flavonoids and alkaloids
[14].

For EF, protein synthesis is essential and ribosomes participate in an important way in this process. However,
there are SM called non-ribosomal peptides, which unlike ribosomes, are independent of messenger RNA and
among these are polyketides, non-ribosomal depsipeptides [15, 16, 17].

Several EF species such as Beauveria spp., Lecanicillium lecanii, C. fumosorosea and M. anisopliae are capable
of producing organic acids and some non-peptidic pigments, where these have participated in the infective
process against insects considered pests; These compounds have been described as an infectivity factor and it
has also been suggested that they may be an element that contributes to the solubilization of the cuticular protein
[18].

3.- Classification of SM

According to their chemical structure, they can be divided into the following groups: cyclic depsipeptides
(cyclic tetradepsipeptides and cyclic hexadepsipeptides), peptides (octadepsipeptides, dipeptides and
depsipeptides), amino acid derivatives, polyketides, polyphenols, terpenoids as shown in figure 1 [19].

a) Cyclic depsipeptides

[20] define cyclic depsipeptides, as a family of cyclic peptide-related compounds, whose ring is mainly
composed of amino acid and hydroxy acid residues linked by amide and ester bonds (at least one), resulting in
a wide diversity of chemical structures.

Beauvericin (d) present in B. bassiana and Fusarium spp., is a recognized mycotoxin that according to [21]
forms a cyclic hexadepsipeptide composed of three molecules of N-methyl phenyl alanine and three molecules
of 2-hydroxy isovaleric acid and its synthesis is carried out by a non-ribosomal mechanism specific to fungi
using the beauvericin synthetase enzyme complex, which has the ability to increase the permeability of cell
membranes to ions causing cell death [22, 23]. These have antibacterial, antifungal, cytotoxic and insecticidal
activities, possess low toxicity in humans and do not need special requirements for their use [24].

[25, 26] described that beauvericin belongs to a new group of emerging mycotoxins mainly composed of
enniatins (EN) and these are divided into different classes: ENA, ENA1, ENB, ENB1 and BEA, the latter being
of most recent interest; The difference between enniatins is due to the amino acid composition and presence of
functional groups in different positions, similarly in type A and B EN they are composed of: N-methylvaline
(e) or N-methylisoleucine (f) or mixtures of these two amino acids, with a wide range on biological activities.
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Destruxins (h) are cyclic hexadepsipeptides, isolated mainly from Metarhizium, more than 40 types have been
reported, of which A, B and E are the most significant in the pathogenesis process and are well known for their
insecticidal, fungicidal and bactericidal activity [27].

Two bioactive compounds have been detected from C. militaris; cordycepin (3'-deoxyadenosine), which is an
important bioactive compound and has a broad spectrum of biological activity, on the other hand, it has also
been reported to produce adenosine (g), which is a nitrogenous base and acts as a cellular nucleoside, which is
necessary for the various molecular processes in cells, such as DNA and / or RNA synthesis [28, 29, 30].

b) Alkaloids:

Fumosorinone (i) is a 2-pyridone alkaloid isolated from Cordyceps (=Isaria) fumosorosea, it is a potent non-
competitive inhibitor of the protein tyrosine phosphatase which is essential in the regulation of cell function in
eukaryotes [31, 32]. [33] mentions that in Cordyceps farinosa, new yellow pigments, farinosones A (n) and B
(o) together with farinosone C (p), a metabolite derived from an early step in the biosynthesis of pyridine
alkaloid (j), were isolated. The alkaloid (+) N-deoxy militarinone A (k), was reported by [34] which was
extracted from this same fungus, besides three new pyridone alkaloids were isolated from Paecilomyces
militaris which were: militarinone A, B and D (k, I, m), having a pharmaceutical activity, as well as a biological
control agent presenting changes in the host [35, 36].

¢) Flavonoids

Flavonoids are MS with broad health-promoting insecticidal use and as biocatalysts, in nature they are mainly
found in the form of glycosides [37]. EF are effective in the biotransformation of flavonoids, as demonstrated
by [38] obtaining 2'-hydroxy-5’-methyl chalcone 3-O-B-D- (4 " -O-methyl) - gluco pyranoside from B. bassiana
and C. fumosorosea, also in the latter, flavonones were detected (q) such as 6-methyl 4’-O-B-D- (4 " -O-methyl)
-gluco pyranoside and 2 -phenyl-6-methyl chroman 4- O-B-D- (4 "-O-methyl) -gluco pyranoside.

d) Terpenoids and steroids

Stigmasterol (r), a phytosterol with a side chain containing ten carbon atoms attached to the steroid backbone,
was isolated from Paecilomyces sp. from marine sponge [39]. On the other hand, [40], report the terpenoid,
catenioblin C (s) causing an inhibitory effect on the growth in larvae of Helicoverpa armigera [41]. In addition,
[32] carried out an analysis of different terpenoids reported in the literature, in which they mention that the
benzofuran meroterpernoid was isolated from Cordyceps annulata; Benzofurans (t), felinone (u) and chromene
meraterpenoids were isolated from Cordyceps felina, and they also mention that in B. bassiana the following
alkaloids were identified: swainsonine (v) and tyrosine betaine (x). Similarly, [42] reported the terpenes: B-
elemene, a-chamigreno and B-bisabolene found in C. fumosorosea.

e) Organic acids

In B. bassiana contains an oxaloacetate hydrolase enzyme in which, through the cytoplasmic way and the
mitochondrial pathway, produces oxalic acid (y), which has been reported to have effects involved in the
acidification of insect tissues; it also participates in the sequestration of metallic ions such as calcium,
manganese, magnesium and iron; participating in the inhibition or reduction of the host defensive system [43,
44, 45]. Another important compound produced by Cordyceps spp. and M. anisopliae is dipicolinic acid (z)
also known as: 2,6-pyridinedicarboxylic acid, where it modifies its pH by acidifying it to allow a greater
robustness in the growth of HE conidia as well as, it reduces the sensitivity to ultraviolet rays and finally it has
been reported to possess insecticidal properties against the Diptera family.

Its mode of action involves cation coordination through the formation of a ligand with three anions that can act
as an enzyme inhibitor by subtracting essential ions from metalloenzymes [46, 18, 47, 48].

f) Non-peptide and polyketide pigments

In the same way, B. bassiana is well known to produce a diverse variety of biologically active DMs including
non-peptidic and polyketide pigments such as: oosporein (aa), bassianin and tenellin [49], the former is a red
benzoquinone, which can oxidize proteins and amino acids showing a broad insecticidal, antifeedant and
immunosuppressive effect, tested on adults of Hylobius abietis (Linnaeus, 1758) and larvae of Galleria
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mellonella (Linnaeus, 1756), on the other hand, bassianin and tenellin affect cuticular membrane ATPases,
performing important pathogenesis functions [50, 51].

4.-SM and its use as a biological control agent

SM have a broad toxic effect on hosts as it causes severe damage to fatty tissues and organs [52], another
reported symptom is the outflow of ions due to the loss of fluids through the peritrophic membrane, causing
cellular dehydration through pores, in the same way it has been reported convulsions lack of coordination,
altered behavior and paralysis in the host [53], the latter is caused as a consequence of the contraction of insect
muscles through muscle depolarization due to the opening of Ca2 + channels in the membrane that slows growth
[54], also these molecules have effects on nutrient intake in the host presenting a loss of appetite [55, 56].

On the other hand, extracts of phytopathogenic fungi such as: Fusarium oxysporum and Fusarium solani have
insecticidal effect on different orders of insects among them: Hemiptera, Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Blattodea, Diptera, Thysanoptera and Orthoptera , thus finding the greatest effect (96.6%) in the
orders: Coleoptera and Diptera [57, 58], Therefore, they have insecticidal effects and can be a form of biological
control of insects with a broad spectrum.

Diptera

Different concentrations of SM belonging M. anisopliae have been applied to control larvae of Anopheles
stephensi (Liston, 1901), Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) and Celex quinquefasciatus (Say, 1823), observing a
mortality of 85 to 97% from 24 hours after application, having an effect of these SM against these insects [59].

It has also been showed that extracts of Lecanicillum attenuatum isolated from soil with high infective capacity,
can be applied against larve of Aedes albopictus (Skuse 1895), in the same way it presents negative
physiological effects on the same stage of Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) interfering in its development:
such as the inability to withdraw from the head capsule, causing it to not completely remove from its old cuticles
[54, 60] called this behavior as insecticidal effect, which is manifested through lack of appetite, inhibition in
growth, development and oviposition of the insect.

On the other hand, SM of phytopathogenic fungus F. oxysporum have also been tested for the control of larvae
and pupae of A. stephensi, A. aegypti and C. quinquefasciatus under laboratory conditions; where damage has
been detected in the intestinal tissue epithelial cells, adipose tissue and muscles [61]. And phytopathogenic
fungus Ganoderma applantum has also been used under laboratory conditions for the control of larvae of these
same insects, reporting a mortality of 50% after 24 hours of application, observing damage in the epithelial cells
of the midgut and damage to muscle tissues in insects [62].

Another method commonly applied for the control of some bioplaguicides is the use of organic biopreparations
such as whey and grain liquor, complemented with B. bassiana extract for adults of adults Drosophila
melanogaster (Fallén, 1823) intensifying its effectiveness, being able to observe 100% mortality two days after
application [63]. It can be observed that the synergistic use of these organic biopreparations with the extract of
this fungus has a faster effect for the control of this pest.

Lepidoptera

Cordyceps (=Isaria) SM exhibit nematicidal, bactericidal, antiparasitic and insecticidal effects, as is the case
of Oosporein (aa), which has been used for the- control of hemiptera and lepidopteran insects, such as aphids
and whiteflies [64]. Furthermore catenioblin(s) and fomalactone (bb) in particular, have effects on the growth
of H. armigera (Hubner, 1805), as demonstrated by [65].

The effect of cordycepin (a), SM produced by Cordyceps militaris tested on Galleria mellonella (Linnaeus,
1756), has been analyzed and found to cause a significant decrease in the mean survival time of the insect [40].
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Similary, crude extracts of B. bassiana have been tested on this same insect, producing a 55% larval death, after
96 hours of application [66].

The use of conidia has been the most common for biological control, but the effectiveness of applying extracts
of EF has been analyzed, as is the case of the comparison between them by applying them on larvae of two
species of Spodoptera (Guenée, 1852 ) under laboratory conditions, where 90% mortality can be obtained with
the extract and 30% mortality with conidia for both species after 72 hours of application [15]. And when testing
only the SM of this fungus on larvae of Spodoptera exigua (Hibner, 1808) and S. frugiperda (Walker), a
mortality of 26% and 44% respectively was obtained after 7 days of application [67]. The use of fungal extracts
is a mixture of several toxins that can produce a greater insecticidal effect than traditional application of conidia.

Hemiptera

It has been reported that the application of B. bassiana extracts has a wide effectiveness for the control of
Bemisia tabaci (Gennadius, 1889), showing a significant reduction in the population of eggs and nymphs stages
[68]. Similarly, extracts of Lecanicillum lecanii and B. bassiana have also been tested on of Planococcus citri
(Risso, 1813) nymphs in vitro, where it was observed that their extracts produce an insectistatic effect in P. citri
such as: loss of appetite and poor mobility [6]. On the other hand, MS of B. bassiana have been tested of Aphis
gossypii (Glover, 1877), showing 100% mortality on the third day of application [69].

Similarly the effect that of SM produced by B. bassiana on the cellular immune defenses of Eurygaster
integriceps (Puton, 1881), has been shown to inhibit the phagocytic activity of E. integriceps hemocytes and
hinder nodule formation and it was also observed that these toxins deactivate several immune mechanisms
allowing the fungus to overcome and then kill its host [65].

Dipicolinic acid produced by C. fumosorosea from a 6-day supernatant has also been reported to have a toxic
effect, an example of which is the mortality observed against third instar nymphs of B. tabaci in the first 24 to
48 hours [70, 71].

Trombidiformes

The combination of plant SM and EF have a wide potential for control of some mites, as demonstrated with the
use of 1-chloro octadecane and Metarhizium anisopliae extract on Oligonychus afrasiaticus (Berlese, 1886),
obtaining 100%-mortality after 15 days of application, demonstrating their synergy, reducing the mortality time
and increasing the insecticidal capacity with this combination [41].

Prostigmata

The effect of beauvericin against Tetranychus urticae (CL Koch, 1836) has been tested with 100% mortality
using two different concentrations against motile stages, and it was also found that this toxin was able to inhibit
egg hatching up to 69.3 % under laboratory conditions [23].

Coleoptera

Oxalic acid produced by B. bassiana has been found to have insecticidal effects against adults of Alphitobius
diaperinus (Panzer, 1797), obtaining a mortality of 50.39% [48].

On the other hand, it has been seen that the application of beauvericin (d) in adults of Hypothenemus hampei

(Ferrari, 1867) negatively affects the insect and blocks its response mechanisms, in the same way it
progressively degenerates the tissues, structural changes of the membranes are observed causing changes in the
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electrical activity of the nerves in the host and this is caused by the increase of oxygen consumption in an
attempt of the insect to restore itself [70].

Nematodes

Beauvericin was shown to have effective insecticidal activity against Bursaphelenchus xylophilus (Steiner and
Buhrer, 1934), with 46% mortality [25]. Similarly extracts of B.bassiana are reported to have a broad effect
against Caenarhabditis sp. (Dougherty, 1955) obtaining a mortality of 100% at 48 hours of application, it was
also tested on Glycines heterodera (Ichinohe, 1952), obtaining the same percentage of motality at the same time
of application, the same was applied in Aphelenchoides besseyi (Christie, 1942), where a mortality of 64.8%
was observed in the first 48 hours and finally at the same hours a mortality of 99.7% was found in Meloidogyne
incognita [64].

Other

Osporein and beauvericin, besides having an insecticidal effect, also limit the growth of pathogens in plants in
vitro, so it is inferred that they have fungicidal effects [72]. In the same way, it has been reported that the use
of B. bassiana extract works as a plant growth factor, for example, increasing the SM production of Allium
schoenoprasum (Linneo) [73].

Conclusions
Analysis

As previously observed, the highest mortality is obtained when HE extract is applied, and this is due to the fact
that this extract contains several toxic molecules in which both enzymes and MS participate, thus increasing
toxicity and accelerating mortality.

It is important to know how SM are formed and what is their classification, therefore, this review helps us to
study the toxins produced by EF, analyzing the different strategies for their application, obtaining highly
significant results, having a wide insecticidal capacity both in the larval stage and in insect pupae, as having an
insectistatic effect.

This effect causes the insects to have changes in their behavior and / or morphology, in which they do not
develop normally as if they were 100% healthy, therefore, they become clumsy and thus, susceptible to be prey
of other insects, on the other hand, the effect on their behavior is noticeable in their feeding when they stop
eating and die.

To combat pests in different crops, producers have resorted to the use of organic biopreparations, but by using
the extract of an EF in a synergistic way, it increases the infectivity for insects of the order of diptera, so the
panorama and a wide possibility of use, is friendly to the environment, as well as to its applicators.

It is of utmost importance to study each of the strains before their application to determine their host specificity,
since this varies among genera and therefore, they tend to be more effective against some orders as opposed to
others.
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Figure 1. Main SM produced by EF of insecticidal importance for the control of bioplaguicides
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13. ANEXOS

13.1 Determinacion de parametros fisicos de larelacion arroz/bagazo

Se especificd la cantidad de humedad presente en las diferentes relaciones de
arroz/bagazo de cafia, en donde se puede observar que el bagazo de cafa sin
mezcla tiene mayor cantidad de humedad (Cuadro 2), en comparacion con las

demas mezclas.

Cuadro 6. Porcentaje de humedad en la relacion arroz/bagazo.

Relacion Peso inicial Humedad Masa Seca Peso

(Arroz/bagazo) (9) (%) (%) residual
(@

100-0 1.03+0.01 2.75+0.73 97.25+0.73 1+0

90-10 1.03+0.02 2.27+0.6 97.73+0.59 1+0
80-20 1.07+0 2.18+0.9 97.79+0.9 1.05+0
70-30 1.03+0 3.24+0.5 96.76+0.5 0.99+0

50-50 1.06+0 5.34+1.1 94.63+1.1 1+0
0-100 1+0 6.50+0.5 93.50+0.5 0.93+0

Cuadro 7. Cantidad de agua que se requiere para ajustar cada tratamiento al 40%

de humedad.
Arroz/bagazo Cantidad de agua

(%) (mL)
100-0 6.209
90-10 6.288
80-20 6.302
70-30 6.127
50-50 5.774
0-100 5.583
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Evaluacién de infectividad con tenebrio molitor, ajuste del valor
experimental con el estimado.
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13.2 Perspectivas

Se realizaron también bioensayos con Cyclocephala spp (Melolonthidae:

Coleoptera) (Gallina ciega) obtenida en el desierto de los leones, México, el

cual se siguio la siguiente metodologia:
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Se emplearon 33 contenedores con una capacidad de medio litro (15 contenedores
para larvas infectadas con CHE-CNRCB 303, 15 contenedores para larvas
infectadas con Pae-sin como control positivo y 3 contenedores como control
negativo (Tween 80), en donde fueron colocadas 3 larvas en cada contenedor y
fueron infectados con la misma metodologia utilizada para T. molitor, (7.3.3),
después del tratamiento las larvas estuvieron en contacto con 30 g de suelo estéril
y con una dieta de 5 g de zanahoria rayada, asi mismo estuvieron a una temperatura
de 25°C y una humedad del 50%, finalmente se registro la mortalidad cada 24 h
durante 15 dias (Chavez et al., 2014).

Resultados

Las larvas muertas se colocaron en cdmaras hiumedas para monitorear que hayan
muerto por micosis, pero solo 5 de 66 individuos presentaron micosis, por lo cual,
no es un resultado significativo, a continuacion, se muestra la base de resultados

de mortalidad:
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Esto se puede deber a las condiciones ambientales en las que se desarrollé el
experimento, por lo cual, se habré la posibilidad de que se pueda realizar

nuevamente bajo las condiciones ambientales y de laboratorio necesarias, ademas
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de una mejora en el niumero de individuos para cada tratamiento, cuidando que en
su mayoria esten en el mismo estadio y posteriormente probar en condiciones de

invernadero y contunuamente ir escalando en su aplicacion.

Por todo lo anterior, es que se invita a continuar la investigacion y replicar esta
metodologia cuidando los diversos parametros a considerar, determinando asi, Si

se tiene efecto de este hongo sobre este insecto.

En cuanto a la producciéon de conidios de este hongo, se puede probar utilizando
otro tipo de sustratos ya sean organicos o incluso inertes con aportes similares al
bagazo de cafa y arroz, pudiendo hacer una comparacién entre ellos y asi poder
determinar con mayor puntualidad cual sustrato conviene a pequefia, mediana y

grande escala, contribuyendo al medio ambiente y econdmicamente sustentable.

GLOSARIO

e Anabolismo y catabolismo (Rodriguez R, 1965; Main Line Health, 2018).

Anabolismo Catabolismo
¢ Qué es? Fase donde se construyen las moléculas Proceso que descompone
gue el cuerpo necesita. las moléculas grandes del
cuerpo en otras mas
pequefias.
Tipo de fase Constructiva. Destructiva.
Energia La consume del organismo. La libera para el organismo.

Esto es posible gracias al
aporte de energia del
adenosin trifosfato (ATP).
Reaccion Endergonica, de reduccion y de sintesis o | Exergonica, degradativa o

construccion. destructiva y oxidativa.

Moléculas Se producen moléculas complejas a partir Se producen moléculas
de moléculas simples. simples a partir de
moléculas complejas.

Hormonas e Estrogeno. e Adrenalina.
e Insulina. e Cortisol.
e Hormona de crecimiento. ¢ Citocinas.
e Testosterona. e Glucagon.
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Ejemplos Cuando los aminoé&cidos se convierten en Cuando las proteinas se
proteinas, la glucosa en glucégeno y los | convierten en aminoacidos,
acidos grasos en triglicéridos. las proteinas en glucosa, el
glucégeno en glucosa y los
triglicéridos en acidos
grasos.

e Antagonista. - Capacidad de un microorganismo para inhibir el desarrollo de
otros microorganismos de su comunidad (Feichtmayer y Griebler, 2017).

e Aminoacido. - Es una molécula organica con un grupo amino (-NH2) en uno
de los extremos de la molécula y un grupo carboxilo (-COOH) en el otro
extremo. Son la base de las proteinas, sin embargo, tanto estos como sus
derivados participan en funciones celulares tan diversas como la transmision
nerviosa y la biosintesis de porfirinas, purinas, pirimidinas y urea (Gonzalez-
Bacerio et al., 2010).

e Apresorio. Son como ensanchamientos del tubo germinativo que se
adhieren fuertemente a la superficie externa de los 6rganos de las plantas,
para permitir tener un punto de apoyo en la etapa de penetracion del
hospedero (Agrios, 1995; Gallegos et al., 2016).

e Blastoesporas. - Son esporas formadas por gemacion, que son el resultado
de la reproduccion asexual de origen blastico; encontrada en una gran
variedad de hongos (Alexopoulos et al., 1996; Morcelle del Valle et al., 2014).

e Biorreactores. - Es un sistema de contencion apropiado, que debe
disefiarse para brindar el mejor medio ambiente para el crecimiento celular y
actividad metabdlica; Es un pequefio ecosistema totalmente controlado que
le permite al organismo vivo crecer adecuadamente (Rosales-Lopez, 2019).

e Caldo de cultivo. - Es un gel o una solucién que contiene los nutrientes
necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH y temperatura, el
crecimiento de virus, microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso

pequeias plantas (Muller-Esterl, 2008).
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Células eucariotas (Hongos entomopatdégenos).- Se caracterizan por
presentar siempre un citoplasma compartimentado por membranas, y donde
destaca la existencia de un nucleo celular organizado, cubierto por una
envoltura nuclear, en el cual esta conteniendo el material hereditario, que
incluye al ADN que es la base de la herencia; se distinguen asi de las células
procariotas que carecen de nucleo definido, por lo que el material genético

se encuentra disperso en su citoplasma (Margulis y Sagan, 2008).

Células procariotas. - Es un organismo unicelular sin nacleo, cuyo material
genético se encuentra en el citoplasma, reunido en una zona denominada
nucleoide (Muller-Esterl, 2008).

Célula. - Conjunto de moléculas altamente organizado. De hecho, poseen
numerosos compartimentos con funciones definidas. Vamos a considerar a
un compartimento celular como un espacio, delimitado o no por membrana,
donde se lleva a cabo una actividad necesaria o0 importante para la célula
(Megias, 2019).

Conidio. - Es una espora asexual inmévil formada directamente a partir de
una hifa; Los conidios sirven para dispersar al hongo hacia nuevos habitats.
Cuando estos se forman el color blanco del micelio cambia y toma el color de
los conidios que puede ser negro, verde azulado, rojo, amarillo o marrén
(Alexopoulos et al., 1996; Qunfang et al., 2019).

Conidiéforo. - Es una estructura microscépica especializada en la
produccion asexual de miles de esporas llamadas conidios. Se localizan en
el extremo de hifas las cuales levantan la conidiofora en el aire con el fin de
esparcir las esporas con mas eficiencia (Centro agronémico tropical de
investigacion y ensefianza, 2012).

Diploide. - Son las células que tienen un nimero doble de cromosomas (a

diferencia de los gametos) (Tortora y Funke, 2007).

Ectoparasito. - Son los parasitos que habitan en la piel de sus hospedadores
0 sobre esta, como ejemplo, las pulgas, los piojos, las garrapatas y los acaros
(Heukelbach y Feldmeier, 2004).
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Enzimas. - Son moléculas organicas que actian como catalizadores de
reacciones quimicas, es decir, aceleran la velocidad de reaccion. Las
enzimas son catalizadores especificos: cada enzima cataliza un solo tipo de
reaccion, y casi siempre actla sobre un Gnico sustrato o sobre un grupo muy
reducido de ellos (Ruela et al., 2019).

Entomopatdgeno. - Se trata de enfermedades de los insectos causadas por
bacterias, hongos, virus, protozoos y nematodos (Crespo et al., 2018).
Haploide. - Es aquella que contiene un solo juego de cromosomas o la mitad
(n, haploide) del numero normal de cromosomas que en células diploides
(Tortora 'y Funke, 2007).

Hemocele. - Es el nombre que recibe una cavidad general secundaria de los
artrépodos, que constituye un sistema lagunar lleno de liquido hemético y
gue forma parte del aparato circulatorio abierto (Alexopoulos et al., 1996;
Gallegos et al., 2016).

Hemolinfa. - tejido liquido que tienen los invertebrados y es homologo a la
sangre y la linfa de vertebrados. La hemolinfa cumple las funciones similares
a las que cumple la sangre de vertebrados, pero en artropodos, moluscos y
otros invertebrados, en general la hemolinfa supone entre un 5y un 40% del
peso del individuo, dependiendo de la especie (Aparecida de Lima et al.,
2020).

Hospedero. - Organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta
sobre si (Gallegos et al., 2016).

Lipasas. - Es una enzima que se usa en el organismo para disgregar las
grasas de los alimentos de manera que se puedan absorber. Su funcién
principal es catalizar la hidrdlisis de triacilglicerol a glicerol y &cidos grasos
libres. Las lipasas se encuentran en gran variedad de seres vivos (Gonzalez-
Bacerio et al., 2010).
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Metabolismo. - Se conoce que los mismos contribuyen a la modificacion de
la integridad estructural del hospedero, a inhibir el proceso selectivo o0 a sus
enzimas y a interferir con su sistema regulador; ademas de realizar funciones
completamente diferente dentro de la célula antes de ser secretados, como
facilitar el movimiento de los iones a través de las membranas (MedlinePlus,
2006).

Metabolito. - Son aquellos que se producen en la fase exponencial y son
necesarios para la sobrevivencia del microorganismo y también es cualquier
molécula utilizada, capaz o producida durante el metabolismo. Asi, dada la

ruta metabdlica:

A—-B—-C—-D-—->E
A, B, C, D, E; Son los metabolitos; el primer metabolito de la ruta (A) suele
denominarse sustrato; el ultimo (E), metabolito final o producto, y el resto (B,
C, D), metabolitos intermediarios (Rosales, 2019).
Metabolitos primarios. - Se refiere a los procesos sintéticos que dan lugar
a los acidos carboxilicos del ciclo de Krebs que son de bajo peso molecular
y que estan ampliamente distribuidos, alfa-aminoacidos, carbohidratos,
grasas, proteinas y acidos nucleicos, los cuales estan implicados en los
procesos vitales entre los que se encuentran los azucares o carbohidratos
(Taiz y Zeiger, 2006; Verdecia et al., 2021).
Metabolitos secundarios. - Se conoce que los mismos contribuyen a la
modificacion de la integridad estructural del hospedero, no directamente con
su desarrollo ya que inhibe el proceso selectivo 0 a sus enzimas y a interferir
con su sistema regulador; ademéas de realizar funciones completamente
diferentes dentro de la célula antes de ser secretados, como facilitar el
movimiento de los iones a través de las membranas, como lo son: aceites
esenciales, alcaloides, cumarinas, esteroides, fenoles, flavonoides,
glucosidos, gomas, iridoides, lignanos, mucilagos, pectinas, quinonas,
saponinas, taninos y terpenos, entre otros (Taiz y Zeiger, 2006; Pinard et al.,
2019).
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Membrana celular. - Es una estructura con gran plasticidad que protege a la
célula de diferentes tipos de estrés ambiental, entre los que destacan los
cambios osmoticos. Ademas, la pared celular permite la interaccion con el
medio externo ya que algunas de sus proteinas son adhesinas y receptores.
En todo tipo de células, la membrana posee en general las siguientes

funciones: (Konings et al., 2002, Pontdn, 2018).

o Proteccion celular del medio externo.

o Anclaje del citoesqueleto.

o Semipermeabilidad, para el intercambio de sustancias, presentando un
transporte activo altamente selectivo hecho por transportadores de
membrana.

o Osmosis, para la difusion pasiva de solutos como iones, moléculas
pequefias y gases.

o Otras funciones de acuerdo con el tipo de organismos.

Mitocondrias. - Son organulos celulares eucariotas encargados de

suministrar la mayor parte de la energia necesaria para la actividad celular

(respiracién celular) (Tortora y Funke, 2007).

Pared celular. - Es un componente tipico de las células eucaritticas

vegetales y fungicas. Tienen un papel importante en actividades como

absorcion, transpiracion, traslocacion, secrecion y reacciones de

reconocimiento, como en los casos de germinacién de tubos polinicos y

defensa contra bacterias u otros patégenos y esta formada principalmente

por quitina (Pontdn, 2008; Lucas-Bautista, et al., 2019).

Proteasas. - Son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las

proteinas. Para ello, utilizan una molécula de agua (mediante hidrolisis)

(Morcelle del Valle et al., 2014).
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Proteina. - Las proteinas son una clase importante de moléculas que se
encuentran en todas las células vivas. Son macromoléculas formadas por
cadenas lineales de aminoacidos. Las proteinas estan formadas por
aminoécidos y esta secuencia estd determinada por la secuencia de
nucleotidos de su gen correspondiente (Kerstetter et al., 2005; National
Human Genome. Research Institute, 2019).

Peptona. - Son polipéptidos formados durante la degradacion enzimatica de
proteinas. Contienen aminoacidos libres y cadenas cortas de péptidos, y a
veces carbohidratos (Jean-Francois, 2014).

Péptido. - Molécula que contiene dos 0 mas aminoacidos (las moléculas que
se unen entre si para formar proteinas). Los péptidos pueden contener
muchos aminoacidos que se llaman polipéptidos o proteinas (Instituto
Nacional del Cancer, 2019).

Quitinasas. - Son enzimas hidroliticas que rompen enlaces glicosidicos en
moléculas de quitina (Gonzéalez-Bacerio et al., 2010).

Reticulo endoplasmico. - Es un organulo que se encuentra en el citoplasma
de la célula eucariota y su funcién primordial es la sintesis de proteinas y
lipidos, es el compartimento celular en el cual se pliegan y modifican la mayor
parte de las proteinas transmembranales y de secrecion (Tortora y Funke,

2007; Dominguez y Escalante, 2018).
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