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RESUMEN 
 

La producción de hongos entomopatógenos (HEP) es un área de estudio de gran 

importancia representando una alternativa ante el uso de insecticidas sintéticos, lo 

que ha generado un gran interés de obtener la mayor concentración de unidades 

infectivas para emplearlas como agentes de control de plagas; que presenten altos 

porcentajes de virulencia y viabilidad. Es por ello que el uso de sustratos 

económicos alternativos con altas relaciones de C:N es una prioridad en los 

procesos fermentativos a nivel industrial como por ejemplo la remolacha, el bagazo 

de caña, el maíz quebrado, el arroz quebrado, entre otros. Durante el mecanismo 

de infección, los HEP liberan una serie de enzimas hidrolíticas responsables de 

penetrar la cutícula de los insectos. Se ha demostrado que en fermentación líquida 

estas enzimas son inducibles, pero en dicho proceso las unidades infectivas no 

tienen una alta efectividad para su uso a nivel agrícola, en cambio los productos 

derivados de fermentación sólida presentan una resistencia mayor. En este sentido, 

el objetivo de este trabajo fue producir conidios de Beauveria bassiana 885.2 

producidos por fermentación bifásica, utilizando distintas mezclas de arroz, salvado 

de trigo y maíz quebrado con cutículas de Tenebrio molitor como inductor (100:0, 

95:5, 90:10, 85:15 %). Los resultados mostraron que la producción de conidios de 

B. bassiana no se vio afectada por el tipo de sustrato empleado, sin embargo la 

presencia del inductor mostró un efecto sobre la virulencia de los conidios. El mejor 

tratamiento en los bioensayos fue la mezcla arroz/ inductor 90/10 %, con un tiempo 

letal de 9.66±2.03d seguido de la mezcla maíz quebrado/inductor (85/15 %) con el 

que se alcanzó una mortalidad máxima a los 15 d del bioensayo y un tiempo letal 

50 de 6.43±1.51d. A su vez se evaluaron en cada uno de los tratamientos, los 

niveles de producción de las enzimas hidrolíticas que son liberadas durante el 

proceso de infección tales como endoquitinasas, exoquitinasas y proteasas, se 

observó un efecto positivo en la producción de dichas enzimas en los tratamientos 

con inductor.   
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ABSTRACT 
 

The production of entomopathogenic fungi (EPF) is an important area of study that 

represents an alternative to the use of synthetic insecticides, which has generated a 

great interest in obtaining the highest concentration of infective units to use them as 

pest control agents with high percentages of virulence and viability. That is why the 

use of alternative economic substrates with high C: N ratios is a priority in industrial 

fermentation processes such as beet, cane bagasse, broken corn, broken rice, 

among others. During the mechanism of infection, EPFs release a series of 

hydrolytic enzymes responsible for penetrating the cuticle of insects. It has been 

shown that in liquid fermentation these enzymes are inducible, but in this process 

the infective units do not have a high effectiveness for their use at the agricultural 

level, whereas the products derived from solid fermentation present a greater 

resistance. In this sense, the objective of this work was to produce conidia of 

Beauveria bassiana 885.2 by biphasic fermentation, using different mixtures of rice, 

wheat bran and broken corn with Tenebrio molitor cuticles as inducer (100: 0, 95: 5, 

90 : 10, 85:15%) The results showed that conidial production of B. bassiana was not 

affected by the type of substrate; however the presence of the inductor showed an 

effect on the virulence of the conidia. The best treatment in the bioassays was the 

mixture of rice/inductor 90/10%, with a lethal time of 9.66±2.03d followed by the 

mixture of broken corn/ inductor (85/15%) which reached a maximum mortality at 

15d of the bioassay and a lethal time 50 of 6.43±1.51d. In turn, the levels of 

production of hydrolytic enzymes released during the infection process such as 

endochitinases, exochitinases and proteases were evaluated in each of the 

treatments, a positive effect was observed in the production of such enzymes in the 

treatments with the inductor. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El manejo integral de plagas (MIP) es un conjunto de métodos físicos, químicos, 

biológicos, genéticos y/o culturales que permiten el control de una plaga 

(Ballesteros-Torres, 2013), siendo aceptado económica, ecológica y 

toxicológicamente (Zavaleta-Mejía, 2014), del cual resalta el control biológico 

debido a que este permite disminuir el uso de compuestos químicos (Whipps y 

Lumsden, 2001). Éste consiste en el empleo de organismos y/o componentes de 

los mismos para reducir la densidad poblacional de otros con el propósito de 

disminuir costos derivados del uso de insecticidas químicos, evitar daños al 

ambiente y al humano. Se pueden emplear microorganismos entomopatógenos 

como bacterias, nematodos y hongos (Padilla et al., 2005); los últimos tienen la 

ventaja de invadir al huésped por contacto (Ortiz-Meza et al., 2005), lo que 

incrementa las posibilidades de que el huésped desarrolle la infección (Montesinos-

Matías, 2008). 

 

Beauveria bassiana (Hypocreales, Ascomicotina), conocido como muscardina 

blanca, es uno de los hongos entomopatógenos más utilizados en el control de 

plagas agrícolas, urbanas, forestales y de ambientes acuáticos por su capacidad 

para infectar a diversas especies de insectos de distintos órdenes, además de estar 

ampliamente distribuido en la naturaleza (Ballesteros-Torres, 2013; Zimmermann, 

2007). 

 

Para que los agricultores puedan obtener bioinsecticidas a base de esporas de 

hongos entomopatógenos, estos deben producirse en grandes cantidades, lo que 

implica la necesidad de desarrollar e implementar métodos de producción con 

rendimientos elevados (aprox. 1012 esporas/g de sustrato), que aseguren una alta 

efectividad y buena calidad. 

 

Durante la infección, los hongos entomopatógenos liberan enzimas hidrolíticas 

encargadas de penetrar la cutícula de los insectos (Montesinos-Matías, 2012). Se 



2 
 

ha demostrado que en fermentación líquida éstas pueden ser inducibles (Jiménez-

Alejandro, 2016) pero, en este tipo de bioproceso las unidades infectivas producidas 

(blastosporas) carecen de una elevada viabilidad para su uso a nivel agrícola, en 

cambio a los producidos durante la fermentación sólida (conidios aéreos) (Lomer et 

al., 2001).  

 

La fermentación bifásica se realiza secuencialmente en dos etapas; líquida y sólida. 

En ella, el microorganismo implicado se crece hasta el final de la fase exponencial 

en una fase líquida para transferir la mayor cantidad de biomasa posible a un 

sustrato sólido (Aponte y Carmona, 2000).  

 

Considerando lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar la virulencia de los 

conidios de Beauveria bassiana producidos en fermentación bifásica empleando 

Tenebrio molitor como inductor.  
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1. Manejo integral de plagas. 

 

El MIP es un sistema de protección de cultivos orientado a mantener las plagas en 

niveles que no causen daño económico mediante el uso preferencial de factores 

naturales, o sus derivaciones, que resulten adversos para el desarrollo de las 

plagas. Entre estos factores se encuentran: variedades de cultivos resistentes, 

agentes de control biológico, prácticas agronómicas, medidas físicas y mecánicas, 

utilización de estímulos que determinan el comportamiento de los insectos, tales 

como repelentes o atrayentes, entre otras prácticas (Cisneros, 2010).  

 

El control biológico es una alternativa al control convencional de plagas que usa 

productos químicos (Brenner, 2003), se esfuerza en implementar un uso racional de 

los pesticidas químicos, así como la integración armoniosa de diferentes estrategias 

(Bueno et al, 2011). Es un método de control que integra un conjunto de estrategias 

confiables desde el punto de vista ecológico, económico y toxicológico, con énfasis 

en el empleo de elementos naturales de regulación, manteniendo una relación 

costo-beneficio equilibrada, incluye el uso de insecticidas químicos y biológicos, 

requiere del conocimiento de la ecología, la biología de la plaga y del cultivo, 

además de la integración apropiada de la información (Rodríguez-Gómez, 2009). El 

MIP contempla que el uso de plaguicidas debe ser selectivo; evitando las 

aplicaciones generalizadas de productos de amplio espectro y duración prolongada. 

En esto difiere con la orientación del control químico tradicional (Figura 1) que se 

basa en el empleo sistemático y repetido de insecticidas, como método preferencial 

para reducir las poblaciones de plagas (Cisneros, 2010). 
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Figura 1. Representación esquemática de los efectos del control químico convencional (A), el 
Manejo de integrado de plagas (B) y la aparición de nueva plaga por mal manejo del cultivo (C). 

(Tomado de Cisneros, 2010). 

 

La aplicación del MIP comienza monitoreando el área para detectar, identificar y 

muestrear las poblaciones de plagas presentes. Luego, se incorpora el estudio del 

clima y pronósticos estacionales para anticipar los niveles de plagas en el futuro. Se 

eligen entonces estrategias de manejo apropiadas, si se prevé que las plagas 

producirán daños. Estas estrategias incluyen controles biológicos, químicos, 

culturales, físicos y genéticos (Abrams, 1990). Dentro del potencial de la 

biotecnología agrícola y el MIP se encuentra el control biológico de insectos, 

empleando hongos entomopatógenos (HEP) (Montesinos-Matías, 2008). 

 

2.2. Control biológico 

 

El término “control biológico” fue usado por primera vez por H. S. Smith en 1919, 

para referirse a la represión de las plagas mediante sus enemigos naturales 

(Rodríguez y Arreondo, 2007); es decir mediante la acción de parasitoides, 
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predadores  y patógenos. Los parasitoides, son insectos que viven a expensas de 

otro insecto (huésped) al que devoran progresivamente hasta causarle la muerte. 

Los predadores son insectos u otros animales que causan la muerte de las plagas 

(víctimas o presas) en forma más o menos rápida succionándoles la hemolinfa o 

devorándolos. Los patógenos son microorganismos: virus, bacterias, protozoarios, 

nematodos y hongos, que causan enfermedades o epizootias entre las plagas 

(Cisneros, 2010). A lo largo de la historia han existido diversos ejemplos del uso de 

enemigos naturales para el control de plagas siendo quizá, el caso más antiguo, el 

que hace referencia al uso de hormigas por agricultores chinos en el siglo XIII. Sin 

embargo, el control biológico nace como un método científico hacia finales del siglo 

XIX, con el exitoso caso de la introducción desde Australia a California de R. 

cardinalis contra la escama algodonosa de los cítricos (I. purchasi) ocurrido en 1888 

(Nicholls, 2008). El control biológico tiene características propias que le distinguen 

de otros métodos de control de plagas, algunas de las ventajas y desventajas que 

presenta se describen en la Tabla 1. 

 
Tabla 1. Ventajas y desventajas del control biológico (Tomado de Summy y French, 1988) 

VENTAJAS DESVENTAJAS 

La acción se ejerce sobre grandes áreas 

(Considerando condiciones climáticas y 

biológicas). 

Sus efectos son lentos comparados con el uso 

de insecticidas sintéticos. 

No dejan residuos tóxicos ni contamina el 

ambiente. 

Los enemigos naturales son influenciados por 

las condiciones climáticas y biológicas del 

lugar. 

El uso de enemigos naturales no 

desequilibra el ecosistema agrícola. 

No todas las plagas poseen enemigos 

naturales eficientes desde el punto de vista 

económico. 

El efecto tiende a ser permanente. 

Se debe tener conocimiento sobre los 

principios del método. 

Las plagas no desarrollan resistencia a 

sus enemigos naturales. 

Reducido apoyo económico. 

 

El control biológico de organismos nocivos para la agricultura, ganadería y recursos 

naturales ha cobrado un renovado interés a nivel mundial durante las últimas dos 
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décadas por razones económicas, ambientales y de salud pública. Los hongos 

entomopatógenos son los que han recibido mayor atención por la gran variedad de 

especies y amplio rango de huéspedes, así como por su crecimiento microscópico 

sobre la superficie del huésped. Todos los insectos son susceptibles de ser 

afectados por algún hongo (Hernández, 2016), en la actualidad se tiene reportes de 

unas 750 especies de hongos patógenos para plagas de plantas (Ondráčková, 

2016).  

 

2.3. Hongos entomopatógenos 

 

Los hongos se encuentran asociados con insectos que viven en diversos hábitats, 

como agua, suelo y partes aéreas (Carruthers y Hural 1990); por su particular 

manera de infección, los hongos son los principales microorganismos que infectan 

insectos chupadores como áfidos, mosquita blanca, escamas, chicharritas y 

chinches. 

 

Una alternativa al uso de insecticidas sintéticos, es el empleo de microorganismos 

como agentes de control, especialmente los hongos entomopatógenos (HEP) que 

poseen bajo o nulo efecto negativo en la salud humana y ambiental (Erler, 2015). El 

término entomopatógeno ha sido definido por varios autores de diferentes maneras; 

Devotto et al (2010) lo definen como aquel microorganismo que posee la capacidad 

de atacar insectos. También se ha definido como parásito obligado o facultativo de 

insectos, con una alta capacidad de esporulación, sobrevivencia, y sus mayores 

ventajas están en la manipulación, adaptación a diferentes ambientes, especificidad 

y capacidad de penetración directa a través de tegumento (García et al., 2008). 

Estos agentes, se encuentran virtualmente en todos los grupos taxonómicos, 

excepto la división Basidiomycota (Rodríguez-Gómez, 2009; Montesinos-Matías, 

2012; Butt, 2015). La mayoría hongos con potencial para el control de insectos están 

en la división Zygomycota y Ascomycota (Tabla 2). Los hongos ascomicetos 

inicialmente fueron divididos en dos grupos, los Ascomycota y Deuteromycota 

(hongos imperfectos). Algunos estudios microbiológicos y biológicoss moleculares 
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han demostrado que estos hongos imperfectos, (formalmente clase Hyphomycetes 

en los Deuteromycota) son anamórficos (forma asexual) de los Ascomycota dentro 

del orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae. Además, dentro de la división 

Zygomycota, muchas especies de entomopatógenos están en el orden 

Entomophthorales (Montesinos-Matías, 2012). 

 

Tabla 2. Clasificación de los géneros de HEP (Tomado de Montesinos-Matías, 2012). 

 

Los primeros hongos en ser descritos como causantes de enfermedad y muerte de 

insectos fueron Hyphomycetos, Por ejemplo, Agostino Bassi (1835), sugirió que un 

microorganismo era el responsable de la enfermedad conocida como “muscardina 

blanca” en el gusano de seda Bombyx mori. La especie del hongo causante de dicha 

enfermedad fue nombrada después Beauveria bassiana en su honor (Steinhaus, 

División Clase Orden Familia Género 

Zygomycota Zygomycetes Entomophorales 
Entomophoraceae 

Entomophaga 

Entomopthora 

Erinia 

Eryniopsis 

Furia 

Massospora 

Strongwelsea 

Pandora 

Tarichium 

Zoophthora 

Neozygitaceae Neozygites 

Ascomycota Sordariomycetes Hipocreales Clavicipitaceae 

Beauveria 

Cordyceps 

Cordycepioideus 

Lecanicillium 

Metarhizium 

Nomuraea 
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1963; Erler, 2015). Este hecho marcó el inicio del estudio de la patología de hongos 

en insectos, cuyo desarrollo y aplicación comenzó con Hagen (1879), quien estudió 

el posible uso de hongos para el control de insectos (García et al, 2008). 

 

Las micosis (enfermedades causadas por hongos) son comunes y ampliamente 

distribuidas en poblaciones de insectos, regulando la mortalidad mediante 

epizootias.  Una característica común en los HEP es que, con excepción de 

Microsporidia, infectan a su hospedero por contacto directo sobre la cutícula, y no 

por vía oral (Jaronski, 2013). Existen aproximadamente 750 especies de HEP en 

100 géneros que se presentan con una distribución mundial, no obstante, sólo unos 

pocos son estudiados en forma intensiva (Cisneros, 2010). Entre los más estudiados 

están: Beauveria, Metarhizium, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, 

Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecilomyces y 

Verticillium (Monzón, 2001; García et al., 2008). A nivel mundial las dos especies 

más estudiadas de HEP son Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, debido 

a su eficiencia y facilidad de manipulación (Rodríguez et al., 2006). 

 

La principal ventaja de los HEP radica en que para el insecto es muy difícil 

desarrollar resistencia. Sin embargo, la principal desventaja de su uso radica en que 

su eficacia contra las plagas depende de las condiciones ambientales, 

particularmente temperatura y humedad (Ondráčková, 2016). La temperatura afecta 

el desarrollo de la enfermedad, así como el del huésped (Cisneros, 2010);y la 

humedad es un factor esencial para la germinación y diseminación de las esporas 

de la mayoría de los hongos.  
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2.4. Beauveria bassiana 

 

Ha sido estudiada durante más de 100 años y no se le conoce ningún efecto tóxico 

sobre animales domésticos o silvestres, con excepción de su acción patogénica 

contra los insectos (Hernández, 2016).  

 

Los miembros de esta familia se encuentran en hábitats ecológicos diversos junto 

con otros entomopatógenos, fitopatógenos, micoparásitos y hongos endofíticos de 

gramíneas (Núñez-Gaona, 2009). Esta familia de hongos también es conocida por 

la producción de metabolitos secundarios con propiedades tóxicas. Infecta 

alrededor de 707 especies de insectos en 521 géneros de 149 familias que 

comprenden 15 órdenes.  

 

Este hongo ataca plagas agrícolas de importancia económica para México, como: 

picudo del algodonero (Anthonomus grandis Boh), mosca mexicana de la fruta 

(Anastrepha ludens Loew), perforador europeo del maíz (Ostrinia nubilalis Hübner), 

broca del café (Hypothenemus hampei) entre otros (Rodríguez-Gómez, 2009;). Es 

un hongo ubicuo (Villalba et al., 2009), es de fácil reconocimiento, y de aparición 

frecuente en la naturaleza, tiene un rango amplio de huéspedes con una amplia 

variación de virulencia hacia ellos; es un organismo fácilmente manipulable que se 

puede aislar de cadáveres de insectos o de suelo. Tiene la capacidad de vivir de 

manera parásita o saprófita, lo que le permite subsistir en ausencia de un huésped 

y posee la capacidad de entablar relaciones endofíticas con diversas plantas, 

potenciando propiedades que les permiten a ambos resistir efectos del ambiente y 

de otros patógenos (Ballesteros-Torres, 2013). En consecuencia, Beauveria es el 

HEP más representativo en las colecciones de cultivo en el mundo (Montesinos-

Matías, 2009). 
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2.4.1. Morfología 

 

Beauveria bassiana es un hongo heterótrofo constituido de células quitinizadas. 

Morfológicamente se compone de hifas septadas que poseen una longitud de 2.5 a 

25 μm de diámetro, en ellas se generan conidióforos simples, raramente agrupados, 

con apariencia de jarrón (más angosto en uno de los extremos), que sostienen a los 

conidios. Éstos, se originan de forma simpodial o acropeta, dando una forma de 

zigzag al raquis bajo un proceso de reproducción asexual (Figura 2). En el suelo, su 

forma de crecimiento es micelial, desarrollada en conjunto con la materia orgánica 

(Ballesteros-Torres, 2013), no obstante, durante la infección de insectos, el conidio 

germina produciendo micelio y estructuras semejantes a levaduras conocidas como 

blastosporas (Wong, 2003). Este hongo muestra un polimorfismo vegetativo que 

depende de las características del medio de cultivo. En medio sólido o semi sólido 

produce, conidios aéreos; en medios definidos líquidos, conidios sumergidos, que 

son similares a los aéreos; y en medios complejos líquidos, produce blastoesporas, 

cuerpos de hifas unicelulares (Núñez-Gaona, 2009). Los conidios tienen 

características más adecuadas que las blastosporas para su empleo en el control 

de plagas de insectos. A pesar de que las blastosporas tienen un período de 

germinación más corto; los conidios son más resistentes durante el almacenamiento 

y frente a condiciones ambientales adversas (Hegedus et al., 1992). 

 

 

Figura 2. Estructuras morfológicas de Beauveria bassiana. (A) Conidiogeno, (B) Conidioforo, (C) 

Conidio. (Tomado de Ballesteros-Torres, 2013) 

A 

C B 

B 

B 
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2.4.2. Mecanismo de infección 

 

Los hongos entomopatógenos infectan por contacto, penetrando directamente la 

cutícula del insecto, a diferencia de otros agentes, como bacterias o virus que 

requieren ser ingeridos por el huésped (Montesinos-Matías, 2009). Actualmente se 

sabe que la patogénesis en los insectos ocurre de manera progresiva, generalmente 

las fases en que se desarrolla son: adhesión, germinación de conidios, formación 

de apresorios, formación de estructuras de penetración, multiplicación del hongo 

(García et al., 2008), producción de toxinas, muerte del insecto, colonización, 

producción de micelio hacia el exterior, esporulación y diseminación del hongo 

(Monzón, 2001). 

 

El proceso de infección (Figura 3) inicia cuando la espora o conidio se adhiere a la 

cutícula del insecto a través de fuerzas hidrófobas, debido a la presencia de 

proteínas ricas en cisteínas y de bajo peso molecular (10 kDa) llamadas 

hidrofobinas (Rodríguez y Arreondo, 2007). Posteriormente, bajo condiciones 

favorables de temperatura, nutrientes y humedad se produce un tubo germinativo y 

un apresorio que le sirve para fijarse a la cutícula, mientras que el tubo germinativo 

o haustorio (también denominado hifa de penetración) comienza la penetración al 

interior del insecto (Gaxiola-Castro, 2014). En dicha penetración se ven 

involucrados 2 mecanismos, uno físico que consiste en la presión ejercida por la 

hifa que se encarga de romper las áreas esclerosadas y membranosas de la 

cutícula; y uno químico, que consiste en la acción enzimática, principalmente dada 

por proteasas, esterasas, lipasas y quitinasas secretadas por las hifas, estas 

enzimas se encargan de hidrolizar el tejido en la zona de penetración (Monzón, 

2001).  

 

La penetración es favorecida por efecto de la presión hidrostática y la formación de 

clavijas que penetran la cutícula del huésped (Rodríguez y Arredondo, 2007). El 

caso contrario, el fracaso del hongo para invadir la cutícula del insecto se ha 

atribuido a la presencia de compuestos inhibitorios, tales como ácidos grasos de 
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cadena corta, ésteres, aldehídos, fenoles, quinonas y lípidos presentes sobre la 

superficie de la cutícula. Hay evidencias que indican que algunos de estos 

compuestos están involucrados en la resistencia a la enfermedad (Montesinos-

Matías, 2009). Una vez dentro del hemocele, la colonización del huésped se realiza 

por medio de blastosporas y micelio (Monzón, 2001; García et al., 2008).  

 

El hongo invade la hemolinfa, en cuyo caso la muerte del insecto es el resultado de 

una combinación de daños mecánicos producidos por el crecimiento del hongo, 

desnutrición y por la acción de metabolitos secundarios o toxinas. Bajo condiciones 

de humedad elevada, en un periodo de 24 a 48 h después de la muerte del insecto 

el hongo emerge, esporula y produce una capa de conidios en la superficie del 

insecto (Figura 4) para continuar con el ciclo infectivo (Montesinos-Matías, 2012; 

Jaronski, 2013; Gaxiola-Castro, 2014). Es en esta fase que el insecto muerto 

adquiere una coloración característica de acuerdo a las esporas del hongo, por 

ejemplo, verde si es Metarhizium y blanco si es Beauveria (Monzón, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proceso de infección de HEP, con énfasis en la acción sinérgica de presión mecánica y 

liberación de enzimas que hidrolizan la cutícula del huésped (Tomado de Montesinos-Matías, 

2009). 
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Figura 4. Beauveria bassiana emergiendo de las áreas intersegmentales de un grillo mormón 

(Anabrus simplex Haldeman), y conidiando en la superficie de la cutícula, (Tomado de Jaronski, 

2013). 

 

Beauveria bassiana puede matar a su huésped previo a la invasión generalizada de 

órganos, mediante la secreción de toxinas (Núñez-Gaona, 2009). Las toxinas 

provocan alteraciones en varios de estos, paralizan las células o causan un mal 

funcionamiento del intestino medio, tubos de Malpighi, tejido muscular y hemocitos. 

El efecto inhibitorio sobre los elementos celulares de la hemolinfa, impide la 

actividad fagocítica de los plasmocitos y permite la rápida multiplicación del hongo, 

al reducir la habilidad del insecto para defenderse (Rodríguez y Arreondo, 2007). 

 

Los conceptos de patogenicidad, virulencia y agresividad son comunes en el 

lenguaje técnico propuesto para los HEP. La patogenicidad es definida como la 

capacidad de un microorganismo para causar una enfermedad; virulencia es la 

intensidad con la que un organismo mata a un huésped específico y agresividad es 

la habilidad del patógeno para invadir a su huésped. Estos mecanismos varían con 

el aislado específico y con el huésped (Gaxiola-Castro, 2014). 

 

2.5. Enzimas 

 

La complejidad de la acción enzimática en los HEP es compleja, sin embargo, se 

ha logrado relacionarla con su capacidad infectiva y patogenicidad sobre los 
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insectos (Rodríguez-Gómez, 2009). La cutícula del insecto es la primera barrera 

que debe enfrentar un HEP, constituida principalmente por quitina, proteínas, lípidos 

y compuestos fenólicos (Hegedus y Khachatourians, 1995; Monzón, 2001); debido 

a esto el hongo debe combinar el mecanismo de penetración física con su 

maquinaria enzimática. Diversos estudios han demostrado la presencia de 

quitinasas (NAsas) y proteasas (Pr1 y Pr2), verificándose que éstas están altamente 

relacionadas con la virulencia en los HEP (Ballesteros-Torres, 2013). 

 

2.5.1. Proteasas 

 

Son enzimas que hidrolizan las proteínas por sus enlaces peptídicos, de acuerdo a 

su mecanismo de acción se dividen en exopeptidasas y endopeptidasas 

(Rodríguez-Gómez, 2009). Las proteasas Pr1 (quimoelastasas o proteasas 

semejantes a subtilisina) y Pr2 (proteasas similares a tripsina) han sido descritas y 

caracterizadas en M. anisoplie, donde Pr1 es la responsable del procesos de 

hidrólisis de la cutícula, especialmente porque esta última está constituida en un 61-

70% por proteínas (Bidochka, 1988), y Pr2, una enzima cooperadora de la misma. 

En Beauveria bassiana se ha visto que poseen funciones muy similares (Donatti et 

al., 2008). La secreción de la carboxipeptidasa de Beauveria bassiana sobre la 

cutícula del huésped indica que provee los aminoácidos indispensables para el 

hongo, probablemente después de que la proteasa Pr1 solubiliza las proteínas de 

la cutícula. Dada la especificidad de acción de esta proteína, se cree que sirve como 

mecanismo de adaptación a las estructuras del huésped. Las metaloproteasas 

podrían actuar como un respaldo del sistema, complementando la acción de Pr1 

(Rodríguez-Gómez, 2009). Varéa-Pereira et al., (2007) realizaron un estudio en el 

que la producción de proteína extracelular de B. bassiana se vio incrementada, 

hasta en un 80% en las primeras 48 h, al reactivar la cepa primero en Hypothenemus 

hampei usando un medio de glucosa como fuente de carbono y extracto de levadura 

como fuente de nitrógeno. La inducción de las proteasas por el efecto de la 

presencia de la cutícula de los insectos en el medio de cultivo ha sido comprobada 

en Beauveria bassiana tanto para medios de cultivo líquidos (Qazi y 
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Khachatourians, 2007; Donatti, 2008; Dias, 2008) como para medios de cultivo 

sólidos (Barranco-Florido et al., 2002). 

 

2.5.2. Quitinasas 

 

Las quitinasas de diferentes pesos moleculares y las quitosanasas tienen una 

participación en el proceso de penetración, pues son las encargadas de reblandecer 

el exosqueleto del insecto (Kim et al., 2010). Las quitinasas tienen la capacidad de 

hidrolizar los enlaces β 1-4 de N-acetilglucosamina presentes en la quitina de 

insectos (Arakane y Muthukrishnan, 2009). La hidrólisis de la quitina se realiza por 

un sistema quitinolítico sinérgico y consecutivo, una primera hidrólisis, en la que se 

rompen moléculas complejas a oligómeros (endoquitinasas), y una segunda 

hidrólisis para la formación de monómeros de N-acetilglucosamina (exoquitinasas). 

Este proceso es utilizado por los hongos para el crecimiento y germinación de 

conidios, formación de apresorios y elongación de hifas (Ballesteros-Torres, 2011). 

Existen niveles basales de quitinasas para liberar inductores de las mismas. Las 

proteasas proveen los aminoácidos necesarios para el crecimiento, pero reprimen 

la síntesis de quitinasas (Rodríguez-Gómez, 2009). Al exponerse las fibras de 

quitina, y por acción de las hexosaminidasas se liberan fracciones de NAG, que 

inducen completamente la síntesis de quitinasas, lo que al final, redunda en la 

represión de la síntesis de proteasas hasta que los niveles excesivos de NAG 

disminuyen (Bidochka y Khachatourians, 1988). Se ha observado que usualmente 

la glucosa reprime la síntesis de las enzimas que despolimerizan la cutícula de los 

insectos, entre ellas las quitinasas (St. Leger et al.. 1986; Montesinos-Matías, 2012). 

Para los HEP, las quitinasas son herramientas de vital importancia durante el 

proceso de infección. B. bassiana tiene la capacidad de secretar al medio estas 

enzimas, estas se encuentran presentes en mayor cantidad que las proteasas 

(Ballesteros-Torres, 2011). Las quitinasas representan un factor importante de 

virulencia y sólo se requieren durante un corto periodo de tiempo en la penetración 

a la cutícula del huésped, su mayor producción se observa 40 h después de la 
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inoculación del hongo, es decir, durante la fase saprobia, después de la muerte del 

insecto (Havukkala, 1993). 

 

2.5.3. Lipasas 

 

Las lipasas pertenecen a la familia de las carboxil éster hidrolasas que presentan 

actividad contra los enlaces éster carboxílicos en triglicéridos y actúa en la fase 

orgánica-acuosa liberando ácidos grasos y glicerol. Las lipasas desempeñan un 

papel importante en el proceso de infección a insectos, hidrolizando enlaces éster 

en las lipoproteínas, grasas y ceras que se encuentran abundantemente en los 

exoesqueletos (Cruz y Da Silva, 2014; Vici et al., 2015). Las lipasas penetran la 

cutícula y comienzan la liberación de nutrientes una vez que logran romper el 

integumento, la degradación de la cutícula es seguida inmediatamente por la 

producción de proteasas Pr1 que se encargan de degradar todos los componentes 

proteicos presentes en la procutícula. Se ha identificado un mecanismo de defensa 

por parte de los insectos, éste se asocia con la secreción de β-lactona que es 

responsable de la inhibición de la actividad lipolítica impidiendo subsecuentemente 

la infección (Mondal et al., 2016).  

 

2.6. Producción de hongos entomopatógenos 

 

Se basa en la multiplicación masiva del hongo y sus estructuras reproductivas 

(blastosporas y conidios) en un medio de cultivo. Se han evaluado diferentes tipos 

de sustratos naturales: arroz, trigo, maíz, frijol y soya; siendo el arroz y el trigo los 

más utilizados. Los métodos de producción van desde la multiplicación artesanal 

realizada por los mismos productores, la producción semi-industrial a mediana 

escala, hasta la producción a gran escala. La diferencia entre estos métodos no se 

manifiesta en la calidad del producto obtenido, sino en los procesos empleados y 

en los volúmenes de producción; ya que de realizarse un buen control de calidad 

con cualquiera de los métodos se obtiene un producto de alta calidad (Monzón, 

2001). 
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En general, el proceso de producción está constituido por 2 etapas; obtención  y 

producción del agente entomopatógeno. La primera consiste en el aislamiento y 

purificación del microorganismo, y la producción implica la preparación de los 

sustratos, inoculación e incubación, proceso de secado y cosecha del hongo. 

 

En todo proceso de producción de hongos, la obtención del cultivo puro es el paso 

determinante, debido a que constituye la fuente de inóculo requerido para iniciar el 

proceso. Al obtener un cultivo puro, se debe asegurar que el aislamiento es reciente 

y que tiene todas las características de la cepa relacionadas principalmente a su 

viabilidad y patogenicidad (Monzon, 2001). 

 

La mayoría de los sistemas de producción de hongos entomopatógenos utilizan un 

sistema bifásico (Mondal et al., 2016. Villalba et al., 2009, Mata, 2008): primero el 

micelio o cuerpos hifales son producidos en un medio líquido con agitación; para 

posteriormente, ser transferidos a un sustrato sólido para la producción de conidios 

aéreos. 

 

2.7. Fermentación bifásica 

 

Inicialmente el hongo crece en un medio líquido hasta el final de la fase exponencial, 

para después transferir la biomasa a un sustrato sólido (Aponte y Carmona, 2000). 

El medio líquido empleado en la primera etapa de producción contiene una 

concentración adecuada de carbono y nitrógeno (Jaronski, 2013). En la 

fermentación sólida, el sustrato además de proveer una gran área superficial para 

la aireación, sirve también como soporte físico para la producción de estructuras 

germinativas (conidios aéreos) y puede ser usado como fuente de nutrientes por el 

hongo.  

 

El sistema de la fermentación bifásica ofrece múltiples ventajas. Por ejemplo, el 

medio líquido puede servir como una barrera contra contaminantes que pudieran 
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estar presentes en el stock. El sistema promueve una mayor competitividad de los 

hongos, reduciendo así el riesgo de que el sustrato sólido sea colonizado por 

microorganismos contaminantes. Además, este proceso asegura una colonización 

uniforme del sustrato. Finalmente, la colonización y producción de conidios ocurren 

a mayor velocidad, reduciendo los tiempos del proceso (Machado et al., 2010). En 

la Figura 5 se muestra el crecimiento de un HEP sobre un sustrato sólido; una vez 

terminado el período de producción, el hongo es secado y posteriormente se 

cosecha obteniendo un polvo que contiene conidios y micelio, además de pequeñas 

partículas del sustrato. 

 

 
 

Figura 5. Sustrato sólido (copos de cebada) con Beauveria bassiana, notándose la presencia de 

conidios en forma de un polvo blanco sobre el sustrato (Tomado de Jaronski, 2013). 

 

Una amplia variedad de sustratos han sido evaluados para la producción de 

Ascomycetos, siendo el arroz y la cebada los más utilizados en los trópicos y el 

hemisferio norte, respectivamente, existe un considerable esfuerzo para identificar 

y emplear materiales agrícolas económicos, especialmente subproductos o 

residuos agroindustriales como sustratos (Jaronski, 2013). En la Tabla 3 se enlistan 

varios de estos sustratos alternativos. Muy pocos estudios han examinado 

cuantitativamente algunos aspectos nutricionales tales como la relación C: N (Ortiz-

Orquiza et al., 2010) o niveles controlados de carbohidratos (Domenech et al., 

1998), no obstante, el arroz permanece como el sustrato elegido con más frecuencia 

principalmente porque se encuentra fácilmente disponible a un bajo costo. 
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Tabla 3. Sustratos sólidos evaluados para la producción de los principales Ascomycetos 

entomopatógenos (Tomado de Jaronski, 2013). 

Sustrato Hongo 

Subproductos agrícolas Metarhizium 

Bagazo ± 2% dextrosa Beauveria 

Cebada Beauveria 

Betabel Beauveria 

Arroz quebrado Metarhizium, Beauveria 

Arroz quebrado+CaCl2 Metarhizium, Beauveria 

Zanahoria Beauveria 

Virutas de Yuca Metarhizium 

Garbanzo Metarhizium 

Coco Beauveria 

Algodón Beauveria 

Mijo Koda Metarhizium 

Maíz Metarhizium, Beauveria 

Salvado de Maíz ± 2%dextrosa Beauveria 

Granos de mijo+N2 orgánico Nomurae 

Mijo Metarhizium, Beauveria 

Neem Beauveria 

Mijo perla Beauveria 

Papa Beauveria 

Desechos de camarón Beauveria 

Cachaza ± 2%dextrosa Beauveria 

Arroz Metarhizium, Beauveria 

Arroz+ Saccharomyces Metarhizium, Beauveria 

Salvado de arroz Metarhizium, Beauveria 

Harina de arroz Metarhizium 

Cáscaras de arroz, aserrín: salvado de arroz ± 

2%dextrosa 

Beauveria 

Cáscaras de arroz ± 2%dextrosa Beauveria 
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Sésamo Beauveria 

Sorgo Metarhizium, Beauveria 

Soya Metarhizium, Beauveria 

Bagazo de caña de azúcar+levadura, melaza Metarhizium, Beauveria 

Yuca Beauveria 

Trigo Metarhizium, Beauveria 

Salvado de trigo+ Al(SO4)3 Beauveria 

Salvado de trigo+N2 orgánico Nomurae 

Salvado de trigo ± 2%dextrosa Beauveria 

 

Se han empleado múltiples soportes inorgánicos (inertes), como la diatomita 

(Jaronski, 2013), que se trata de una piedra silícica sedimentaria; ésta puede 

obtenerse en una gran variedad de tamaños desde varios milímetros de diámetro 

hasta un fino polvo. Tiene una gran relación superficie volumen y puede absorber 

líquidos por arriba de 110 a 140% de su propio peso. También se ha reportado el 

uso de gránulos de arcilla para la producción de B. bassiana (Desgranges et al., 

1993). A diferencia de los cereales y otros materiales orgánicos, los minerales 

ofrecen la ventaja de permitir un control flexible sobre los nutrientes, adaptados para 

cada especie y cepa, así como la posibilidad de ser reciclados después de un lavado 

y un proceso de esterilización (Jaronski, 2013), siendo el costo su principal 

desventaja. 

 

2.8. Insecto modelo 

 

Debido a la diversidad y variabilidad en el espectro de acción de los 

microorganismos utilizados para estos fines, e incluso de la especificidad de algunos 

de ellos sobre determinadas especies, es necesario tener insectos modelo para 

cada tipo de microorganismo y en algunos casos, también para diferentes cepas. 

Uno de estos insectos es Tenebrio molitor, que ofrece la ventaja de estar disponible 

todo el año, caso contrario de las plagas estacionales (Núñez-Gaona, 2009). Este 
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insecto es una plaga común de granos almacenados, cereales y sus productos 

(Montesinos-Matías, 2012).  

 

Como características morfológicas, poseen dos pares de alas; las delanteras, son 

endurecidas (élitros), mientras que las internas, son membranosas y usadas para 

volar. Estos insectos poseen metamorfosis completa, con las etapas de huevo, 

larva, pupa y adulto. La larva se especializa en la búsqueda de distintos tipos de 

alimentos como: granos, harinas, tabaco, y comida en general; son altamente 

resistentes a temperaturas extremas, ya que pueden permanecer vivas durante 80 

días a menos 50°C (Rodríguez-Gómez, 2009), las larvas son empleadas como 

alimento para algunas mascotas; la pupa, es una etapa de quietud, y el adulto que 

se especializa en la reproducción y la dispersión (Rodríguez-Gómez, 2009). Los 

adultos de Tenebrio molitor son utilizados por el parásito Hymenolepis diminuta 

como hospedero intermediario para facilitar su transmisión a la rata, que es su 

hospedero definitivo, al alimentarse de las heces de las ratas (Sholen et al., 1996) 

 

Las hembras suelen depositar de 250 a 1,000 huevos ovalados de color blanco y 

con forma de riñón, aisladamente o en racimo en los materiales alimenticios. Se 

incuban en un lapso de 4 a 18 días, dando lugar a larvas blancas que van 

adquiriendo un color amarillento a medida que crecen, cuando están desarrolladas 

miden de 2.5 a 3.75 cm de largo (Díaz-Gamez, 2014). El estado larvario tiene una 

duración de 8 a 10 semanas, el de pupa un promedio de 2 semanas, y la etapa 

adulta de 4 a 8 semanas hasta desovar (Sánchez y Burgos, 2014). La temperatura 

óptima para su desarrollo es de 25 a 27 ºC, y no llega a completar su ciclo si es 

mayor a 30ºC, la mayor ovoposición ocurre en los 26 ºC (Díaz-Gamez, 2014). 

 

Tenebrio molitor ha servido como modelo de investigación en muchos estudios de 

laboratorio debido a que son fáciles de adquirir de manera comercial. Además, su 

crianza dentro del laboratorio es muy sencilla, debido al tipo de alimentación y las 

condiciones para su mantenimiento (Rodríguez-Gómez, 2009). 
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3. ANTECEDENTES 

 

Los trabajos con hongos entomopatógenos se han incrementado de manera 

significativa a través de los años, abarcando desde el estudio del mecanismo de 

infección hasta los modelos de producción. Como se mencionó antes, Beauveria 

bassiana es un hongo con gran aplicación dentro del control biológico, a 

continuación se describen brevemente estudios previos que sentaron las bases 

para este trabajo. 

 

3.1. Beauveria bassiana 885.2 

 

Montesinos-Matías (2008), estudió diferentes cepas de B. bassiana, destacando la 

cepa 885.2 por su elevada velocidad de crecimiento radial y virulencia. Debido a lo 

anterior, se realizaron estudios de inducción/represión de enzimas hidrolíticas 

relacionadas con la virulencia, utilizando tres medios de cultivo: medio mínimo (MM), 

cutícula suplementada con glucosa (CG) y quitina suplementada con glucosa (QG); 

obteniendo una inducción en actividades enzimáticas específicas (U/µg de proteína) 

de: proteasas (0.379 ± 0.036), quitinasas (0.033 ± 0.004) y N-

acetilglucosaminidasas (0.88 ± 0.019) (Montesinos-Matías, 2012). 

 

Posteriormente, Jiménez-Alejandro (2016) evalúo el efecto de diferentes cutículas 

(chapulín, camarón y escarabajo) desproteinizadas y sin desproteinizar como 

inductores sobre la producción de exoquitinasas (N-acetilhexosaminidasas, 

NHasas), realizando fermentaciones líquidas (pH 5, 25°C y 180rpm). Los resultados 

mostraron que con una mayor desproteinización en dichas cutículas, se incrementó 

la producción de NHasas, debido a que con el tratamiento se eliminó la mayor 

cantidad de proteína del inductor dejando solamente la quitina de la cutícula.En la 

naturaleza no se encuentran insectos con cutícula desproteinizada, por tal razón en 

este trabajo se emplearon insectos completos. 

 



23 
 

3.2. Producción de conidios 

 

Gómez-Vásquez (2017) reportó que durante la fermentación líquida en medio 

Sabouraud adicionado con 0.05% de extracto de levadura la mayor concentración 

de conidios (7x109 conidios /mL) se obtuvo al tercer día de producción, mientras que 

la mayor producción de biomasa se observó al cuarto día. 

 

3.3. Producción de enzimas 

 

Beauveria bassiana en cultivo sólido produce enzimas hidrolíticas como lipasas, 

proteasas y quitinasas (St. Leger et al., 1993), estas son necesarias para la 

penetración del hongo a través de la cutícula de los insectos.  

 

3.3.1. Proteasas 

 

Michona (1972), relacionó la gravedad de las lesiones generadas en insectos por 

los hongos entomopatógenos con el nivel de proteasas producidas. Las proteasas 

se encuentran involucradas en la primera etapa de la infección de los hongos 

entomopatógenos, (Bidochka et al., 1990), debido a que las proteínas son el 

constituyente más abundante en la cutícula de los insectos (61-70%).  

Qazy et al. (2008), demostraron que al añadir fuentes de carbono y nitrógeno al 

Agar Sabouraud Dextrosa (SDA por sus siglas en inglés) se benefició la producción 

de proteasas. 

 

Recientemente, Montesinos-Matías (2012) obtuvo una producción de proteasas de 

B. bassiana utilizando como única fuente de carbono y nitrógeno cutícula de T. 

molitor y glucosa a diferentes concentraciones, obteniendo 90 U/mL con una cepa 

silvestre. En contraste la adición de glucosa (5 g/L) produjo 4 U/mL de proteasas, lo 

que significó una disminución del 95%. 
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3.3.2. Quitinasas 

 

Se ha demostrado que la producción de quitinasas por B. bassiana se encuentra 

regulada por mecanismos de inducción-represión a nivel sustrato. Por tanto, las 

actividades enzimáticas son distintas según sea la fuente de carbono y nitrógeno 

(de Moraes et al., 2003; Campos et al., 2005; Dhar et al. 2009; Ali et al., 2010). No 

obstante, también se ha mostrado que la glucosa actúa como represor de la síntesis 

de estas enzimas (de Moraes et al., 2003; Campos et al., 2005; Safavi et al., 2007). 

 

3.3.2.1. Exoquitinasas 

 

Matsumoto et al (2004), compararon la producción de β-N-acetilhexosaminidasa en 

fermentación líquida versus fermentación sólida empleando una cepa de V. lecanii 

y quitina, alcanzándose valores de 540 y 965.5 U/g sustrato seco inicial (SSI), para 

esporas y micelio respectivamente. En fermentaciones sólidas se observó el mismo 

comportamiento, con las mayores producciones de enzima con esporas y micelio 

de 1016 y 1673 U/g SSI respectivamente, sin embargo dichos valores se alcanzaron 

hasta las 144 h, aspecto que se consideró como una desventaja por la necesidad 

de mantener la pureza del cultivo por un tiempo prolongado.  

 

Rodríguez-Gómez (2009) reportó que en medios con glucosa 2.8% y nitrato de 

sodio, como únicas fuentes de C y N, la producción de hexosaminidasas de una 

cepa de B. bassiana alcanzaba títulos de 1.74 UI/g. 

 

Jiménez-Alejandro (2016) realizó estudios en fermentación líquida con hongos fito 

y entomopatógenos, para determinar la actividad de exoquitinasas, siendo una cepa 

de Penicillium la que produjo  mayor cantidad de dichas enzimas (1150 mU/mL). 

. 
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3.3.2.2. Endoquitinasas 

 

Rocha-Pino (2007) evaluó los perfiles de producción de endoquitinasas, N-

acetilhexosaminidasas y proteasas a pH variable y un pH controlado de 5.0 en 

cultivos sumergidos empleando L. lecanii y quitina; e hidrocarburos como fuente de 

carbono, observando la expresión de endoquitinasas desde las primeras horas de 

cultivo y alcanzando una concentración mayor en las fermentaciones con pH 

controlado, a las 108 h (100 U/g SSI), para pH variable, se alcanzó la mayor 

productividad (300 U/g SSI) a las 120 h.  

 

Jiménez-Alejandro (2016) produjo endoquitinasas con hongos entomo y 

fitopatógenos, en fermentación líquida, utilizando maltosa, polvo de camarón y 

peptona. Reportó la mayor actividad de quitinasas (4.865 U/mL) con una cepa de L. 

lecanii. 

 

3.4. Humedad y actividad de agua 

 

El contenido de humedad juega un papel determinante en el rendimiento final de 

conidios aéreos en fermentación sólida, pero la optimización de este parámetro 

puede ser compleja. Muchos hongos mitospóricos requieren contenidos elevados 

de humedad. Jenkins et al., (1998) indicaron que los contenidos de humedad 

empleados más frecuentemente, calculados como la relación del porcentaje de 

agua presente en el substrato húmedo con respecto al peso seco, están en el 

intervalo de 35 a 60 %. Arzumanov et al. (2005) indicaron que la humedad depende 

mucho de variaciones inherentes a los procedimientos de cocción y tratamiento 

térmico. También mostraron que la actividad de agua puede interactuar con varios 

factores físicos y químicos que afectan el crecimiento fúngico debido a que alteran 

el potencial químico que existe entre el medio y el soluto intracelular, necesario para 

permitir el ingreso de agua a las células. Núñez-Gaona et al. (2005, 2006) 

estudiaron el efecto de la actividad de agua la y la concentración de inoculo sobre 

el crecimiento y producción de conidios de B. bassiana utilizando salvado de trigo 
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como sustrato. Estos autores observaron crecimiento sólo en el intervalo de Aw de 

0.97-0.99, así mismo establecieron que el tiempo de cultivo en fermentación sólida, 

puede ser reducido hasta la mitad sin causar alteraciones importantes en el 

rendimiento final de conidios aéreos. 

 

3.5. Control de plagas 

 

B. bassiana posee una alta especificidad contra insectos, debido a que a lo largo 

del tiempo ha compartido nichos ecológicos con estos y ha desarrollado 

mecanismos de defensa contra ellos, es por eso que ataca con alta eficiencia a más 

de 200 especies de insectos de diferentes ordenes. Entre las que destacan: mosca 

blanca de los cítricos (Aleurothrixus floccosus), broca del café (Hypothenemus 

hampei), escarabajo colorado de la papa (Leptinotarsa decemlineata Say), mosca 

común (Musca domestica Linnaeus), picudos (Anthonomus sp. Germar, 

Cosmopolites sp. Chevrolat, Metamasius sp. Linnaeus, Rhynchophorus sp.), 

saltamontes verde (Turpilia opaca Brunn), trips del melón (Thrips palmi karny), 

gusano soldado o cortador (Mythimna unipunctata Haworth), gusano cogollero 

(Spodoptera frugiperda Smith), entre otros (Santamaría et al., 1998; Alves et al., 

2002; Coates et al., 2002). 

 

3.6. Virulencia 

 

Diversos autores han reportado que la virulencia se encuentra ligada a la producción 

de toxinas y ácidos orgánicos cuando hay altas concentraciones de enzimas 

hidrolíticas extracelulares (St Leger et al., 1996; Khachatourians, 1996; Talaei-

Hassanloui et al., 2006; Safavi et al., 2007; Fan et al., 2007). Montesinos-Matías 

(2008) determinó el porcentaje de mortalidad de distintas cepas de B. bassiana, en 

medio Agar Malosa Sabouraud (2 %) con avena (3 %) enriquecido con extracto de 

levadura (0.05 %), observando que para la cepa 885.2, el porcentaje de mortalidad 

fue de 97 % al día 15. Además de alcanzar un tiempo letal 50 (TL50) de 5.91 ± 0.56 

días. Posteriormente (2012), observó que larvas de T. molitor mostraron una mayor 
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resistencia a la infección de B. bassiana con respecto a sus análogos en etapa 

adulta, esto se atribuyó a una disminución en la respuesta inmunológica de los 

insectos adultos, debido a que durante esta etapa es prioritaria la reproducción. Por 

otro lado, las larvas se desprenden de los conidios por la liberación periódica de la 

exuvia y al arrastrarse debido a la forma de su movilidad (Altre et al., 1999). Ensayos 

realizados por Santamaría (1998) con la mosca blanca de los cítricos (Aleurothrixus 

floccosus), reportando una mortalidad específica a las 70 ± 15 h del 79-95 % en 

insectos sumergidos en una concentración de 4.4x1013 conidios/mL, cabe señalar 

que esta concentración es mayor a la utilizada por Montesinos-Matías (2008), la 

cual fue de 1x108 conidios/mL. 

 

  



28 
 

4. JUSTIFICACIÓN 

 

Debido al impacto negativo de insecticidas sintéticos utilizados para el control de 

plagas, el control biológico representa una alternativa capaz de reducir el uso de 

estos productos, los cuales a lo largo de los años han ocasionado problemas serios 

de contaminación. Beauveria bassiana es un hongo entomopatógeno que tiene la 

capacidad de infectar a distintos órdenes de insectos causantes de diversas plagas 

en cultivos de importancia económica; siendo uno de los controladores más 

utilizados en los programas de manejo integral de plagas. 

 

Por tal motivo los procesos de producción de hongos entomopatógenos han 

generado interés, puesto que se busca obtener la mayor concentración de unidades 

infectivas para emplearlas como agentes de control de plagas; así mismo la 

virulencia y viabilidad de las mismas son un aspecto importante debido a que no 

sería rentable tener una producción elevada si no son capaces de controlar plagas. 

 

El uso de sustratos económicos es una prioridad en los procesos fermentativos a 

nivel industrial. Es por ello que los residuos agroindustriales tales como la pulpa de 

remolacha, salvado de trigo, bagazo de caña, maíz quebrado, arroz quebrado, entre 

otras representan una alternativa para dichos procesos. 

 

La fermentación bifásica busca aprovechar las mejores características tanto de la 

fermentación líquida como de la sólida, representando una alternativa ante las 

limitaciones de dichos bioprocesos. 

 

Se ha demostrado que las enzimas de Beauveria bassiana producidas durante el 

mecanismo de infección son inducibles, es por ello que el uso de Tenebrio molitor 

como inductor en fermentación bifásica mejorará la virulencia y viabilidad de dicho 

entomopatógeno. 
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5. HIPÓTESIS 

 

Los conidios de Beauveria bassiana producidos mediante fermentación bifásica con 

T. molitor como inductor tendrán una mayor viabilidad, virulencia y un tiempo letal 

50 menor en comparación a los obtenidos sin inductor. 
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6. OBJETIVOS 

 

6.1. Objetivo general 

 

Evaluar la virulencia de los conidios de Beauveria bassiana producidos en 

fermentación bifásica empleando Tenebrio molitor como inductor. 

 

 

6.2. Objetivos específicos 

 

 Determinar la producción de biomasa y conidios por fermentación líquida en 

un medio definido.  

 Evaluar las cinéticas de producción de conidios con y sin inductor por 

fermentación sólida utilizando tres sustratos. 

 Cuantificar la producción de quitinasas y proteasas en fermentación sólida. 

 Determinar la viabilidad de los conidios producidos por fermentación bifásica. 

 Evaluar la virulencia de los conidios producidos por fermentación bifásica. 
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7. METODOLOGÍA 

 

7.1. Microorganismo 

 

Se empleó la cepa de Beauveria bassiana 885.2 (donada por el Dr. Octavio Loera 

Corral, Universidad Autónoma Metropolitana, Ciudad de México), la cual se cultivó 

en Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) al 4 % (p/p) enriquecido con 0.05 % de Extracto 

de Levadura (EL), incubándose a 25°C por 7 días, después de este periodo, los 

conidios se extrajeron empleando agua destilada y se conservaron en refrigeración 

(4°C). Para resguardar la homogeneidad genética, los conservados fueron el stock 

durante todo el trabajo experimental. 

 

7.2. Inductor 

 

Se utilizó Tenebrio molitor como inductor, los tres estadios del inductor se 

mantuvieron separados en cajas de plástico de aproximadamente 45 L (L 60 x A 25 

x H 30 cm), alimentados con una mezcla de salvado de trigo (250 g) y avena (30 g) 

estéril. Se recolectaron cadáveres en estado adulto y fueron molidos en mortero. 

 

7.3. Cinética de crecimiento y producción de biomasa en cultivo 

líquido. 

 

Para determinar el tiempo de máxima producción de biomasa se realizó una cinética 

inoculando 1.5 mL de una suspensión de conidios con una concentración inicial de 

1x107 conidios/mL a un volumen de 150 mL en matraces de 500 mL con caldo 

Sabouraud Dextrosa (SD) al 4 % (p/p) enriquecido con 0.05 % de EL. Los matraces, 

se incubaron a 25°C con agitación orbital (180 rpm) (New Brunswick Scientific, 

modelo EXCELLA E24R), durante 10 días. Se tomaron muestras cada 24 h y la 

biomasa se determinó por espectrofotometría (Espectrofotómetro UV-Vis JENWAY 

modelo 6700) a 740 nm utilizando como blanco el medio de cultivo (Arnáiz et al., 

2000) y se contó el número de conidios mediante una cámara de Neubauer. 
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Para producir el inóculo para la fermentación sólida se utilizaron matraces de 1000 

mL con 300mL del medio antes descrito, utilizando 3 mL de una suspensión de 

conidios con una concentración de 1x108 conidios/mL, incubados bajo las 

condiciones antes mencionadas durante el tiempo determinado en la cinética. 

 

7.4. Relación C: N 

 

7.4.1. Determinación de Nitrógeno total 

 

Para conocer la relación carbono/nitrógeno (C: N), se determinó el nitrógeno total 

empleando el método de Kjedahl (Jakymec, 2001). El porcentaje de nitrógeno total 

fue calculado mediante la siguiente ecuación: 

 

%𝑁 =  
𝑣2−𝑣1(𝐸𝑞𝑁)(𝑁)

𝑀
𝑥100   (1) 

Dónde:  

%N: Porcentaje de nitrógeno total  

V1: Volumen de ácido clorhídrico gastado al titular el blanco (mL) 

V2: Volumen de ácido clorhídrico gastado al titular la muestra (mL) 

EqN: Factor de ajuste para la cuantificación de nitrógeno total (14.007),  

N: Normalidad del ácido clorhídrico utilizado en la titulación  

M: Peso de la muestra. 

 

7.4.2. Determinación de azúcares totales 

 

Se agregaron 20 mL de agua destilada a 5 g de cada sustrato con los diferentes 

niveles de inductor (0, 5, 10, 15 %) y se tomaron 200 µL de esta mezcla, 

posteriormente se agregaron 100 µL de fenol al 5 % (p/v), inmediatamente se 

adicionaron 500 µL de ácido sulfúrico concentrado dejándose reposar por 10 min, 

al término de este tiempo se mezcló y colocó en un baño de agua a temperatura 

ambiente durante 20 min y se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 490 
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nm (Lector de microplacas BIORAD, modelo iMark). Se empleó una curva estándar 

de glucosa a diferentes concentraciones (1-8 mg/mL) (Urbaneja et al., 1997). Los 

resultados obtenidos se presentarán como relación C:N (sección 8.2) siendo la 

cantidad de azúcares y nitrógeno total la usada para la determinación de esta 

relación. 

 

7.5. Fermentación sólida 

 

Se llevó a cabo en cajas de plástico (L 10 x A 10 x H 4 cm) en las que se agregaron 

25 g de cada sustrato con diferentes concentraciones de T. molitor molido como 

inductor (0, 5, 10, 15 %) y 32.5 mL de agua destilada (75 % de humedad). Cada 

mezcla (unidad experimental) se realizó por triplicado. Las cajas se esterilizaron e 

inocularon bajo condiciones asépticas, con 32.5 mL de una suspensión de esporas 

a una concentración de 3.5 x109 conidios/mL. Finalmente se incubaron a 25°C por 

7 días, durante este periodo se tomaron muestras cada 24 h para cuantificar los 

conidios producidos. En condiciones estériles se tomaron cada 24 h muestras 

representativas de aprox. 5 g de cada mezcla las cuales fueron suspendidas en 20 

mL de agua estéril. Las muestras se emplearon para realizar las determinaciones 

que se describen a continuación. 

 

7.5.1. Cinética de producción de conidios 

 

Se tomaron alícuotas de 1mL (Sección 7.5), y  se homogeneizó en un vórtex durante 

2 min y se  realizaron diluciones seriales de 1x10-1 a 1x10-3 para facilitar el conteo 

en hematocitómetro (cámara de Neubauer) empleando un microscopio óptico con 

el objetivo 40X (Núñez-Gaona, 2009). 
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7.5.2. Obtención del extracto enzimático 

 

Se suspendió 1 g de muestra en 20 mL de agua destilada estéril y se homogeneizó 

en un vórtex durante 2 min, posteriormente se tomó una alícuota de 1 mL, para cada 

una de las determinaciones enzimáticas. 

 

7.5.2.1  Actividad endoquitinasa 

 

Se determinó empleando como sustrato 100 µL de una suspensión de quitina 

coloidal al 1% (p/v) en solución amortiguadora de fosfatos 5 mM a pH 6.7. Las 

muestras y testigos se hicieron reaccionar con proporciones iguales de sustrato, 

incubando a 30 ºC y 180 rpm por 24 horas. Al finalizar la reacción, las muestras 

fueron ajustadas a un volumen de 1.2 mL con agua destilada y mezclándolas con 

un vórtex, posterior a esto se midió la absorbancia a una longitud de onda de 510 

nm, utilizando como blanco agua destilada. Se define una unidad enzimática, a la 

cantidad de enzima requerida para reducir la turbidez de la suspensión de quitina 

coloidal en un 5% bajo las condiciones experimentales mencionadas (Tronsmo y 

Harman 1993). 

 

7.5.2.2  Actividad exoquitinasa 

 

A 200 µL de extracto enzimático (apartado 7.5.2) se le agregaron 200 µL de solución 

amortiguadora de citratos-fosfatos 0.2 M a pH 5.6. Posteriormente se adicionaron 

200 µL de solución de ρ-nitrofenil-N-acetil-β-D-glucosaminida a 1 mg/mL (pNAG). 

La mezcla se incubó a 37 ºC y 180 rpm durante una hora, después se detuvo la 

reacción adicionando 1mL de NaOH 0.02 M (mezclando con un vórtex) y se leyó la 

absorbancia a 400 nm (Espectrofotómetro UV-Vis JENWAY modelo 6700). La 

cuantificación de ρ-nitrofenol liberado se determinó mediante una curva estándar de 

ρ-nitrofenol. Definiendo una unidad de actividad N-acetilhexosaminidasa como la 

cantidad de enzima que libera 1µmol de ρ-nitrofenol por mL de enzima por minuto 

bajo las condiciones descritas (Tronsmo y Harman, 1993). 
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7.5.2.3  Actividad proteolítica 

 

Se determinó empleando la metodología reportada por García-Gómez et al. (2009), 

haciendo reaccionar 250µL de una solución de caseína al 2% (Hammerstein, 

Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN,USA), (preparada en amortiguador de 

citratos y fosfatos a una concentración de 0.1 M a pH 5) con 250 µL de extracto 

enzimático a 30 °C con agitación de 180 rpm por 10 min, al término de este periodo 

se agregaron 500 µL de una solución de ácido tricloroacético (TCA) 0.4M (J.T. 

Baker, Phillipsburg, PA, USA) y se homogeneizó con un vórtex, la mezcla se 

centrifugó a 11,000 x g durante 15 min a una temperatura de 4 °C. A 250 µL del 

sobrenadante, se le adicionaron 250 µL de reactivo de Folin-Ciocalteu (SIGMA, St. 

Louis, MO, USA) (diluido en agua destilada en una proporción 1:5), esta mezcla se 

hizo reaccionar durante 30 min a 30 °C, terminado el tiempo de reacción se 

determinó la absorbancia a una longitud de onda de 665 nm. La curva estándar se 

construyó utilizando tirosina a diferentes concentraciones. Definiéndose; una unidad 

de proteasa como la cantidad de enzima que produce el color equivalente a 1 µM 

de tirosina en 1 ml de reacción por minuto a 30 ºC y pH 5. 

 

7.5.3 Actividad de agua (Aw) 

 

Se tomaron muestras representativas (aprox. 0.5 g) antes de inocular y durante la 

fermentación en sustrato sólido. Para la medición se empleó un higrómetro 

(aqualab, PAWKIT) (Núñez-Gaona, 2009). Se determinó la Aw cada 24 horas y se 

realizaron curvas de actividad de agua para cada uno de los tratamientos. 

 

7.6. Pruebas cualitativas API® ZYM 

 

Se determinó la presencia o ausencia de distintas actividades enzimáticas mediante 

el sistema API® ZYM de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BioMerieux), 

en el punto de muestreo de mayor producción de conidios .Cada pozo se inoculó 

con 100 µL de extracto enzimático proveniente de cada fermentación. 
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Posteriormente, se incubaron por 4 horas a 37°C, agregándose una gota del 

reactivo ZYM A y ZYM B por pozo, los resultados fueron con base en la presencia 

o ausencia e intensidad de color. 

 

7.7. Viabilidad 

 

Al término de la fermentación sólida se tomaron alícuotas de cada sustrato y se 

realizaron diluciones seriales hasta alcanzar una concentración entre 50 y 300 

conidios en 500 µL de agua destilada estéril; este volumen se inoculó en placas 

Petri de 90mm de diámetro. Las cajas se incubaron a 25 °C después de 24 h se 

observó la aparición de colonias (Monzón, 2001). El porcentaje de viabilidad es igual 

a la relación del número de colonias que emergieron en este tiempo entre el número 

de conidios contados por cámara de Neubauer, multiplicado por 100. 

 

7.8. Bioensayos 

 

Se realizaron empleando la metodología propuesta por Montesinos-Matías (2008). 

Fueron seleccionadas larvas de T. molitor sanas, activas, del mismo tamaño y 

estadio, las cuales se sumergieron en una suspensión de conidios ajustada a una 

concentración de 1x108 conidios/mL (obtenida al final de la fermentación). El 

número total de larvas por tratamiento fue de 12 (unidad experimental) las cuales 

se sumergieron durante 15 segundos, cada unidad experimental se colocó en cajas 

de plástico transparente (L 12 cm x A 12 cm x H 6 cm) con sustrato estéril (avena). 

Las cajas fueron incubadas a 25 °C con un foto periodo luz/oscuridad de 12/12 h, 

realizando un monitoreo cada 24 h, retirando las larvas muertas y colocándolas en 

una cámara húmeda para facilitar la emergencia del micelio de B. bassiana. Los 

resultados fueron reportados con respecto al % de mortalidad obtenido diariamente. 

 

7.8.1  Determinación de tiempo letal 50% (TL50) 

 

Se calculó mediante dos métodos distintos. El primero según lo reportado por 

Fuentes (1995), el cual consistente en linealizar el porcentaje de mortalidad en 
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función del  tiempo. Posteriormente se empleó la ecuación de la recta (ecuación 2) 

para calcular la media de la mortalidad. El segundo método fue mediante un análisis 

PROBIT según lo reportado por Rojas-Gutiérrez et al. (2017).  

 

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏 … (2) 

 

7.9. Análisis estadístico 

 

A los datos obtenidos se les realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) con un nivel 

de significancia (α) de 0.05 empleando un software estadístico (MinitabTM). 
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8 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

8.1 Cinética de crecimiento y producción de biomasa en cultivo líquido. 

 

En la Figura 6 se muestran los resultados de la cinética de crecimiento de B. 

bassiana en cultivo líquido definido. Se observó la fase de crecimiento exponencial 

entre los días 2 y 5, posteriormente la fase de mantenimiento entre los días 5 y 7. 

Este comportamiento concuerda con lo reportado por Gómez-Vásquez (2017) quien 

obtuvo el máximo crecimiento de B. bassiana al quinto día, realizando conteos de 

conidios por cámara de Neubauer y determinando la biomasa por peso seco. 

Figura 6. Cinética de producción de conidios de B. bassiana en fermentación líquida. 

 

Por otro lado, fue posible asociar la turbidez del medio con la producción de biomasa 

de B. bassiana, observándose la máxima absorbancia al sexto día de crecimiento 

(Figura 7). La ventaja del método espectrofotométrico es que es rápido, mientras 

que el recuento de microorganismos en cámaras no es un método muy exacto 

debido a las irregularidades en la distribución de la muestra; además pueden 

confundirse las células con otras formas orgánicas e inorgánicas (Arnáiz et al., 

2000). 
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Figura 7. Producción de biomasa de B. bassiana crecida por fermentación líquida. 

 

A su vez, se estableció que al sexto día se obtiene la mayor producción de conidios 

y biomasa, para su posterior uso como inoculo en FS. Esto debido a que se obtuvo 

una máxima  producción de biomasa (Figura 7) y de conidios (Figura 6) a dicho día. 

Además de que permite economizar tiempos sin afectar la concentración inicial de 

inoculo para FS. 

 

Al comparar ambas cinéticas se observó que tanto la producción de biomasa como 

la de conidios se encuentran asociadas,  debido a este comportamiento fue posible 

asegurar la máxima producción de conidios y de biomasa al mismo tiempo para la 

cepa de B. bassiana 885.2. 

 

8.2 Relación C: N con diferentes sustratos 

 

La Figura 8 muestra la relación C:N obtenida bajo diferentes sustratos. Cuando se 

utilizó arroz como sustrato se observó que el uso de inductor disminuye de manera 

proporcional a la relación arroz/inductor (Figura 8A), esto posiblemente al elevado 

contenido de nitrógeno del exoesqueleto del insecto adulto de T. molitor lo que 

generó valores de 21.36±1.39 para el arroz sin inductor y de 3.1±0.46 para la mezcla 

con 15% de inductor. 
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Para la relación C:N de las mezclas salvado de trigo/T. molitor (Figura 8B) se 

observó una tendencia similar a la de las mezclas de arroz/T. molitor cuyos valores 

fueron de 21.48±1.23 y 7.42±0.64 para el salvado de trigo sin inductor y la mezcla 

85/15 % de inductor, respectivamente. Los valores obtenidos para este sustrato 

mostraron los mayores títulos para todas las mezclas en comparación con los otros 

sustratos. 

 

En la Figura 8C se muestra la relación C: N para las diferentes mezclas de maíz 

quebrado/T. molitor en ella se observó que el valor de la relación carbono nitrógeno 

fue inversamente proporcional a la concentración de inductor presente en las 

mezclas. Los valores de C: N para las mezclas 100/0 y 85/15 fueron 21.42±1.46 y 

5.56±0.47 respectivamente.  

 

El uso de cadáveres de T. molitor como inductor con los diferentes sustratos 

estudiados mostró un efecto sobre la relación C: N, siendo inversamente 

proporcional a la concentración de inductor presente en las mezclas. 
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B

Mezclas salvado de trigo/inductor (%)

Figura 8. Relación Carbono/Nitrógeno obtenida para diferentes sustratos. Letras iguales 
indican que no hay diferencias significativas entre los grupos.
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8.3 Fermentación sólida 

 

8.3.1 Cinética de producción de conidios  

 

La Figura 9A muestra la producción de conidios de B. bassiana en función del 

tiempo para las mezclas de arroz/T. molitor, en ella se observa un incremento en 

esta a partir del día 3 y alcanza la mayor concentración en el día 5, 

independientemente del  nivel de inductor. Los títulos obtenidos, de menor a mayor 

concentración de inductor, fueron: 7.22x109±4.2x108, 7.25x109±4.25x108, 

7.70x109±4.50x108, 7.43x109±8.63x108 conidios/g de mezcla; obteniéndose el 

mayor título con la mezcla 90/10 %. En contraste con otros autores (Gandarilla-

Pacheco et al.., 2013; Villalba et al.., 2009; Méndez et al.., 2010) quienes utilizaron 

arroz como sustrato obtuvieron títulos de producción por arriba de 109 conidios/g de 

sustrato, esto pudo deberse a dos principales causas; la primera a la concentración 

del inoculo que fue de 2x109 conidios/mL, es decir, dos veces mayor que la utilizada 

en este trabajo; y la segunda al tiempo del bioproceso que tuvo una duración de 

entre 10 y 14 días (Méndez et al., 2010). 

 

La Figura 9B muestra la producción de conidios de B. bassiana para las mezclas de 

salvado de trigo/T. molitor observándose que para mezcla sin inductor (100/0) la 

mayor producción de conidios se obtuvo al cuarto día de fermentación (6.63x109 

±1.53x109 conidios/g de sustrato), siendo este el valor máximo alcanzado de todas 

las mezclas de salvado de trigo/inductor, y disminuyó de manera acentuada para el 

siguiente día, teniendo un incremento gradual del sexto al séptimo día. El resto de 

las mezclas mostraron comportamientos similares, alcanzando los mayores títulos 

en el día 5. Los menores títulos se obtuvieron con la mezcla 90/10 

(3.08x109±1.17x109 conidios/g de sustrato) Es importante señalar que con el 

tratamiento 90/10 % se obtuvo la menor producción de conidios. 

 

 



43 
 

En la Figura 9C se muestra la producción de conidios en función del tiempo para las 

mezclas de maíz quebrado/T. molitor; se observó que para la mezcla sin inductor 

(100/0) la mayor concentración de conidios (7.37x109±2.07x109 conidios/g de 

sustrato) se alcanzó al día 5, este valor disminuyó de manera gradual hacia el final 

de la fermentación. 

 

La producción de conidios para el resto de las mezclas mostró comportamientos 

similares, obteniendo los mayores títulos al quinto día de fermentación siendo: 

7.66x109±2.53x109, 6.08x109±2.94x109, 7.46x109±2.69x109 y 6.86x109±1.49x109 

conidios/g de sustrato (de menor a mayor concentración de inductor) disminuyendo 

de manera gradual después de esto. En contraste con lo obtenido por Villalba et al. 

(2009) quienes reportaron una concentración de 3x1010 esporas/g de sustrato 

utilizando una mezcla de aserrín de madera blanca y maíz, esta elevada producción 

se puede atribuir al empleo de una concentración 2 veces superior a la empleada 

en este. 
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Figura 9. Cinética de producción de conidios las mezclas de sustrato/T. molitor (%). 100/0(◊), 95/5 

(□), 90/10 (○), 85/15(▲). (A) arroz, (B) salvado de trigo, (C) maíz quebrado. Letras iguales indican 
que no hay diferencias significativas entre los grupos 

a 

 

 

b 

b 

c 

B 

a 

A 

a 

a 

a 

a 

C 
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Se ha reportado con mayor frecuencia el uso de arroz como sustrato para la 

producción de conidios aéreos de B. bassiana, (Gandarilla-Pacheco et al., 2013; 

Villalba et al., 2009). Los rendimientos reportados para los hongos 

entomopatógenos con este sustrato han sido de hasta 1010
 
conidios/g de sustrato, 

con un valor frecuente de 109 conidios/g de sustrato para la mayoría de las especies, 

con tiempos de incubación mayores a los 10 días (Méndez et al., 2010), sin 

embargo, existen pocos reportes sobre el uso de maíz y salvado de trigo para la 

producción de conidios de B. bassiana en sustrato sólido. Es importante mencionar 

que en este trabajo fue posible obtener títulos de 109 conidios/g de sustrato, esto 

para cada uno de los tratamientos (arroz, salvado de trigo y maíz quebrado), es por 

ello que el uso de sustratos no convencionales como los antes mencionados 

representa una alternativa para producción de HEP a bajo costo. 

 

8.3.2 Actividades enzimáticas 

 

a) Arroz/inductor 

 

La Figura 10A muestra la producción de endoquitinasas de B. bassiana en 

fermentación sólida en función del tiempo para las mezclas de arroz/inductor. Al 

inicio de la fermentación se observó que el incremento en la concentración de 

cutícula de T. molitor en las mezclas tuvo un efecto positivo sobre la producción de 

estas enzimas, obteniéndose un valor máximo de 118.2±25.2 U/mL con la mezcla 

90/10 a los dos días de fermentación. Se observó de manera general que a mayor 

concentración de inductor, mayor la producción de endoquitinasas, sin embargo, en 

la mezcla con una mayor concentración de inductor (85/15), tras alcanzar su mayor 

pico en el segundo día (109.03±17.92 U/mL) mostró un descenso hasta el final de 

la fermentación; esto puede atribuirse a una inhibición por el inductor, situación que 

no ocurre con las otras concentraciones podría deberse a que la elevada presencia 

del inductor promueva dicha inhibición. La mezcla sin inductor mostró los valores 

más bajos de actividad endoquitinasa durante esta fermentación, detectándose una 
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concentración inicial de 22 U/mL y alcanzando su valor máximo de producción en el 

día 7 (65 U/mL).  

 

De manera general, se ha establecido que la acción endoquitinasa precede la 

actividad exoquitinasa debido a que los productos de reacción de las primeras sirven 

de substrato a las segundas, sin embargo en la Figura 10A se observa que ambas 

actividades fueron detectadas desde el comienzo de la fermentación, lo que indica 

que estas enzimas son constitutivas (Jiménez-Alejandro, 2016). En lo que respecta 

a la actividad exoquitinasa, los valores más bajos correspondieron a la mezcla 

(85/15), teniendo una actividad inicial de 0.05 mU/mL y alcanzando su mayor 

producción de 0.6 mU/mL durante el día 7, lo que sugiere la posibilidad de que la 

elevada concentración de inductor haya promovido una inhibición de la misma 

manera que para la actividad endoquitinasa. La mezclas 95/5 y 90/10 alcanzaron 

su mayor punto de producción el día 7 con 0.95 mU/mL y 0.5 mU/mL 

respectivamente. La muestra sin inductor mostró los mayores valores de actividad 

exoquitinasa alcanzando su mayor producción el día 7 (0.96 mU/mL). 

 

La Figura 10B, muestra la actividad proteolítica de B. bassiana para mezclas de 

arroz/T. molitor, en esta se puede observar un efecto positivo del inductor sobre esta 

actividad obteniéndose la mayor concentración (2.65±0.82 µmol/mL) con la mezcla 

95/5 al cuarto día de fermentación. 
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Se realizó un análisis comparativo de medias por la prueba de Tukey con un nivel 

de significancia α de 0.05 para las actividades endoquitinasa y exoquitinasa. La 

actividad endoquitinasa con arroz como sustrato adicionado con diferentes niveles 

de inductor se ordenó en dos grupos que difirieron significativamente entre ellos. El 

primero compuesto por el tratamiento sin inductor (A) y el segundo por el resto de 

mezclas (B). Así mismo la actividad exoquitinasa se ordenó en 3 grupos que 

difirieron significativamente entre ellos, el primero compuesto por el tratamiento sin 

inductor (A), el segundo por la mezcla 95/5 (B) y el tercero por las mezclas 90/10 y 

85/15 (C). (Anexo 12.2.1). 

 

A 

B 

Figura 10. Actividades enzimáticas para las mezclas de arroz/T. molitor (%). Actividad 
endoquitinasas (a), 100/0(   ◊   ), 95/5 (   □   ), 90/10 (   ○   ), 85/15(   ▲   ), (A) actividad 

exoquitinasas  100/0(◊),  95/5 (□), 90/10 (○), 85/15(▲), (B) actividad proteolítica, 100/0(◊), 95/5 (□), 
90/10 (○), 85/15(▲) 
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A su vez, dicho análisis se realizó para la actividad proteolítica con arroz quebrado 

mostraron dos grupos de diferencias significativas, el primero compuesto por las 

mezclas 100/0 y 95/5 (A) y el segundo por las de 90/10 y 85/15 (B) (Anexo 12.2.1). 

 

b) Salvado/inductor 

 

En la Figura 11A se presenta la actividad endoquitinasa, exoquitinasa y proteasa 

con mezclas de salvado de trigo/T. molitor, se observó que en los primeros 4 días 

de la fermentación la actividad de estas enzimas fue directamente proporcional a la 

concentración del inductor; obteniéndose la mayor concentración (158.9±31.1 

U/mL) con la mezcla 95/5 al sexto día, después se observó una disminución gradual. 

La mezcla sin inductor, al igual que en el caso de las mezclas con arroz, la actividad 

endoquitinasa detectada en ella fue menor al resto de los tratamientos, alcanzando 

su máximo de producción el sexto día (60 U/mL).  

 

Respecto a la actividad exoquitinasa detectada, se observó que agregar 5% de 

inductor favoreció la producción de exoquitinasas, obteniéndose la mayor 

concentración (0.93±0.09 mU/mL) al séptimo día de fermentación, sin embargo, 

incrementos mayores a esta concentración redujeron la actividad de estas enzimas 

sugiriendo una acción inhibitoria por parte del sustrato a partir de ese punto. Cabe 

mencionar que esta misma situación se pudo apreciar empleando arroz a la misma 

concentración de inductor. 

 

Referente a la actividad proteolítica (Figura 11B) para mezclas de salvado de 

trigo/inductor se observó nuevamente que el inductor tuvo un efecto positivo, 

excepto para la mezcla con mayor concentración sobre la producción de estas 

enzimas, obteniéndose la mayor actividad (2.6±0.396µmol/mL) con la mezcla 95/5  

al tercer día, también se observó que este efecto positivo sólo es durante los 

primeros cuatro días de fermentación, a partir del quinto día hubo un decremento 

gradual para todas las concentraciones de inductor, lo que es atribuible a que el 

hongo reutilice las proteasas para mantener su metabolismo. 
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Se realizó un análisis comparativo de medias por la prueba de Tukey con un nivel 

de significancia α de 0.05 para la actividad de endoquitinasa y exoquitinasa. La 

actividad endoquitinasa con salvado como sustrato adicionado con diferentes 

niveles de inductor se ordenó en dos grupos que difirieron significativamente entre 

ellos. El primero compuesto por los tratamientos 95/5 y 90/10 (A) y el segundo por 

el resto de mezclas (B). En la actividad exoquitinasa se observaron tres grupos que 

difieren significativamente entre ellos, el primero compuesto por el tratamiento 100/0 

(A), el segundo por el de 95/5 (B) y el tercero por los de 90/10 y 85/15 (C) (Anexo 

12.2.1). 

A 

B 

Figura 11. Actividades enzimáticas para las mezclas de salvado de trigo/T. molitor (%). Actividad 

endoquitinasas (a), 100/0(   ◊   ),  95/5 (   □   ), 90/10 (   ○   ), 85/15(   ▲   ), actividad exoquitinasas 

(a) 100/0(◊),  95/5 (□), 90/10 (○), 85/15(▲), actividad proteolítica (b) 100/0(◊), 95/5 (□), 90/10 (○), 
85/15(▲) 
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De igual manera se realizó dicho análisis para la actividad proteolítica con salvado 

de trigo observándose dos grupos, el primero con los tratamientos 95/5, 90/10, 

100/0 (A), y el segundo con la mezcla 85/15 (B) (Anexo 12.2.1). 

 

c) Maíz quebrado/inductor 

 

La Figura 12A muestra el comportamiento de la actividad de endoquitinasas en 

función del tiempo para mezclas de maíz quebrado/T. molitor. En ella se observó 

que esta actividad se vio favorecida con la mezcla 90/10, obteniéndose un valor 

máximo de 169.2±14,01 U/mL al séptimo día de fermentación De manera general 

los menores títulos se obtuvieron con la mezcla 95/5, seguidos por los obtenidos en 

la mezcla con la mayor concentración de inductor comportamiento que fue similar 

al observado para los tratamientos con arroz como sustrato.  

La actividad exoquitinasa en las mezclas de maíz quebrado/ T. molitor se favoreció 

en los tratamientos con las concentraciones de 95/5 y 90/10, la mayor actividad se 

obtuvo en la mezcla 95/5 (1.03±0.060 mU/mL) al séptimo día de fermentación. De 

manera general, la producción de exoquitinasas fue favorecida de manera 

inversamente proporcional al incremento del inductor en las mezclas, lo que podría 

atribuirse a una represión catabólica. 

 

En lo que refiere a la actividad proteolítica (Figura 12B) en función del tiempo para 

las mezclas de maíz quebrado/inductor, se pudo observar que las mayores 

concentraciones (2.43±0.904 y 1.61±0.96 µmol/mL) se obtuvieron al inicio de la 

fermentación con las mezclas 90/10 y 85/15 respectivamente, disminuyendo 

gradualmente conforme avanzó la fermentación. La mezcla 95/5 se incrementó de 

forma gradual hasta obtener la mayor concentración al día tres (1.25±0.865 

µmol/mL), los títulos obtenidos en el día 4 y 5 fueron prácticamente iguales, 

descendiendo gradualmente hacia el final de la fermentación. 
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Se realizó un análisis de medias empleando la prueba de Tukey con un nivel de 

significancia, α de 0.05 para la actividad de endoquitinasas empleando maíz 

quebrado como sustrato, mostró dos agrupaciones de los tratamientos. El primero 

formado por las mezclas 90/10 y 85/15 (A) y el segundo compuesto por las mezclas 

100/0 y 95/5 (B). A su vez dicho análisis para la actividad de exoquitinasas dividió a 

los tratamientos en tres grupos, el primero formado por la mezcla 95/5 (A), el 

segundo por 100/0 y 90/10 (B) y el último por la 85/15 (C) (Anexo 12.2.1C).  

 

A 

B 

Figura 12. Actividades enzimáticas para las mezclas de maíz quebrado/T. molitor (%). Actividad 

endoquitinasas (a), 100/0(   ◊   ),  95/5 (   □   ), 90/10 (   ○   ), 85/15(   ▲   ), actividad exoquitinasas 

(a) 100/0(◊),  95/5 (□), 90/10 (○), 85/15(▲), actividad proteolítica (b) 100/0(◊), 95/5 (□), 90/10 (○), 
85/15(▲) 
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Este análisis también se realizó para la actividad proteolítica empleando mezclas de 

maíz quebrado/inductor en el cual no se observaron diferencias significativas 

(Anexo 12.2.1). 

 

Resulta evidente el efecto de emplear cutícula de T. molitor como inductor para la 

producción de endoquitinosas en fermentación sólida, debido a que su presencia 

incrementó los títulos de estas enzimas para todos los sustratos empleados, sin 

embargo estos son considerablemente más bajos a los reportados por Jiménez-

Alejandro (2016), la autora produjo endoquitinasas con L. lecanii en fermentación 

líquida, utilizando maltosa, polvo de camarón y peptona, reportó la mayor actividad 

de quitinasas (4.865 U/mL) una mayor producción con respecto a la observada en 

este trabajo, esto debido a que la cepa 885.2 de B. bassiana (una cepa mutada) 

produce 8 veces menos quitinasas que la cepa silvestre (Loera, 2005). 

 

La producción de exoquitinasas se vio favorecida por la adición de T. molitor como 

inductor independientemente del sustrato empleado, siendo la concentración de 5% 

la que tuvo un mayor efecto, sin embargo, los títulos fueron menores con respecto 

a lo reportado por Jiménez-Alejandro (2016) quien obtuvo una concentración 

máxima de 3.29 mU/mL contra 1.03±0.045 mU/mL obtenida en este trabajo, esto 

puede deberse a que la autora empleó diferente sustrato en condiciones distintas 

para la fermentación (cutícula de chapulín desproteinizada en fermentación líquida).  

 

El uso de T. molitor como inductor tuvo un efecto positivo en la actividad proteolítica 

en cada uno de los sustratos evaluados, variando únicamente la concentración a la 

que se obtuvieron los mejores títulos, para arroz y salvado de trigo fue de 5 % y 

para maíz quebrado de 10 % Sin embargo, los mayores títulos obtenidos estuvieron 

por debajo de lo reportado por García-Gómez (2009) quien obtuvo 79.71mU/mL en 

cultivo líquido con la cepa 2095 de Aspergillus oryzae, siendo este hongo 

filamentoso estudiado por su alta capacidad de producción de enzimas proteolíticas, 

además del proceso de producción (FL) maximiza la secreción de dichas enzimas 

en contraste al cultivo sólido realizado en este trabajo. 
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8.3.3 Actividad de agua (Aw) 

 

La Figura 13A muestra el comportamiento de la actividad de agua (AW) para las 

mezclas de arroz/inductor, en esta se observó que la mezcla sin inductor alcanzó 

en el primer día un valor de 0.98±0.02 siendo el valor más elevado para todas las 

mezclas con arroz evaluadas, también se observó poca variación entre los valores 

de Aw para las diferentes mezclas en el tiempo, los valores alcanzados por todas 

las mezclas coinciden con lo reportado en la literatura, donde se menciona la 

necesidad de un valor elevado de actividad de agua para el crecimiento de hongos 

en fermentación sólida, tales como los obtenidos por Núñez-Gaona (2009) que en 

medio Sabouraud glucosa al 4% reportó AW de 0.973 y en PDA 0.994.  

 

La Figura 13B muestra el comportamiento con respecto al tiempo de la actividad de 

agua para las diferentes mezclas de salvado de trigo/inductor, el mayor valor se 

reportó al cuarto día del bioproceso en la mezcla de 95/5 (0.99±0.023) y el menor 

para la de 90/10 (0.95±0.015) ocurrido al quinto día. Los valores obtenidos 

concuerdan con lo concluido por Aguirre et al. (2009) para el hongo 

entomopatógeno Nomurea rileyi mostrando mayores tasas de crecimiento con una 

actividad de agua elevada (>0.95). 

 

La Figura 13C muestra el comportamiento de la actividad de agua para las mezclas 

de maíz quebrado/T. molitor en ella se observó una variación pequeña del valor de 

actividad de agua para las distintas mezclas evaluadas en el tiempo, concordando 

nuevamente con lo reportado por Aguirre et al. (2009), donde la mayor producción 

del hongo entomopatógeno N. rileyi se encontró con valores de AW mayores a 0.95 

en fermentación sólida. 
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La actividad de agua en fermentación sólida es un parámetro importante para la 

producción de hongos entomopatógenos. Los valores de actividad de agua 

obtenidos para todas las mezclas con los diferentes sustratos coincidieron con lo 

Figura 13. Cinética de actividad de agua (Aw) para las mezclas de sustrato/T. molitor (%). 

100/0(◊),  95/5 (□), 90/10 (○), 85/15(▲). (A) arroz, (B) salvado de trigo, (C) maíz quebrado. Letras 
iguales indican que no hay diferencias significativas entre los grupos 
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reportado (0.96-0.99) por Núñez-Gaona (2009) para la misma cepa empleando 

salvado de trigo sin inductor. 

 

8.4 Pruebas cualitativas API® ZYM 

 

La Figura 14A muestra de forma colorimétrica la producción de enzimas: fosfatasas, 

esterasas, lipasas, arilamidasa, tripsina, quimotripsina, galactosidasa, N-acetil-

glucosaminidasa entre otras. Se observa que el nivel de inducción no tuvo un efecto 

con respecto a la expresión total de enzimas, se observa por intensidad de color 

que la cantidad de enzimas producidas en fermentación sólida utilizando arroz como 

sustrato se favoreció con respecto al nivel de inducción. 

 

La Figura 14B muestra de forma colorimétrica la producción de enzimas: fosfatasas, 

esterasas, lipasas, arilamidasa, tripsina, quimotripsina, galactosidasa, N-acetil-

glucosaminidasa entre otras. Se observa que el nivel de inducción no tuvo un efecto 

con respecto a la represión total de la producción de enzimas, pero se observa que, 

por intensidad de color, la cantidad de enzimas producidas en fermentación solida 

utilizando salvado de trigo como sustrato se ve favorecida con respecto al nivel de 

inducción. 

 

La Figura 14C muestra de forma colorimétrica la producción de enzimas: fosfatasas, 

esterasas, lipasas, arilamidasa, tripsina, quimotripsina, galactosidasa, N-acetil-

glucosaminidasa entre otras. Se observa que el nivel de inducción no tuvo un efecto 

con respecto a la represión total de la producción de enzimas, pero se observa que, 

por intensidad de color, la cantidad de enzimas producidas en fermentación solida 

utilizando maíz como sustrato se ve favorecida con respecto al nivel de inducción.  

 

El-Sayed et al. (1992; 1993) realizaron pruebas API® ZYM para la identificación de 

manera cualitativa de diferentes tipos de enzimas que produjeron Nomuraea 

atypicola, N. anemonoides, M. anisopliae y B. bassiana, utilizando Agar Maltosa 

Sabouraud (AMS) como sustrato, concluyendo que dichos hongos 

entomopatógenos producen enzimas similares entre ellos (lipasas, tripsinas, 
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proteasas, aminopeptidasas, esterasas y quitinasas), aunque en diferentes 

concentraciones. Este análisis se realizó para demostrar si el uso de un inductor 

tiene efecto sobre la expresión de enzimas que puedan estar ligadas a la virulencia. 
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C 

Figura 14. Galerías de reacción de las pruebas cualitativas API ZYM®. Utilizando distintos 
sustratos, (A) arroz, (B) salvado de trigo, (C) maíz quebrado, con distintas concentraciones de 

inductor (1) 0%, (2) 5%, (3) 10%, (4) 15%. 
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La Tabla 4 muestra los resultados de las pruebas cualitativas API ZYM® para cada 

uno de los tratamientos (sustrato/inductor).Se observa que para dichas pruebas el 

efecto del inductor no afecta la presencia o ausencia de las enzimas producidas por 

B. bassiana. 
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Tabla 4. Pruebas cualitativas API® ZYM. Donde “+” representa a reacción positiva y “-“reacción negativa (columnas sombreadas de importancia 

en la virulencia) 
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Arroz-0 + + + - + + - - - + + - + - - + + - + 

Arroz-5 + + + - + + - - - + + - + - - + + - + 

Arroz-10 + + + - + + - - - + + - + - - + + - + 

Arroz-15 + + + - + + - - - + + - + - - + + - + 

Salvado 

de trigo-0 
+ + + - + + - - - + + - + - - + + - - 

Salvado 

de trigo-5 
+ + + - + + - - - + + - + - - + + - - 

Salvado 

de trigo-10 
+ + + - + + - - - + + - + - - + + - - 

Salvado 

de trigo-15 
+ + + - + + - - - + + - + - - + + - - 

Maíz 

quebrado-

0 

+ + + - + - - - - + + - + - - + + - + 

Maíz 

quebrado-

5 

+ + + - + - - - - + + - + - - + + - + 

Maíz 

quebrado-

10 

+ + + - + - - - - + + - + - - + + - + 

Maíz 

quebrado-

15 

+ + + - + - - - - + + - + - - + + - + 
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8.5 Viabilidad  

 

La Figura 15A muestra la viabilidad (%) de B. bassiana en fermentación sólida, con 

mezclas de arroz/inductor (%). Se observó el valor más elevado con la mezcla 90/10 

(91.84±4.29), en contraste el menor valor (86.9±7.08) se obtuvo con la mezcla 

85/15.  

 

Los resultados para la viabilidad (%) empleando mezclas de salvado de 

trigo/inductor (%) como sustrato (Figura 15B), mostraron una menor viabilidad global 

en contraste con los otros sustratos (Figura 15A y 15B 31). La mayor viabilidad para 

este tratamiento (88.96±5.43) se obtuvo con la mezcla 100/0 y la menor 

(77.06±4.40) con la mezcla 90/10, cabe resaltar que los valores obtenidos fueron 

similares a los reportados por Montesinos-Matías (2008) con valores entre 68 y 82% 

para conidios producidos en medio sólido utilizando agar maltosa sabouraud con 

3% de avena y 0.05% de EL. 

 

En la Figura 15C se muestra la viabilidad (%) alcanzada para los conidios de 

Beauveria bassiana producidos en mezclas de maíz quebrado/inductor (%), la 

mayor viabilidad se obtuvo con la mezcla 100/0 (91.84±4.46), para el resto de las 

mezclas (95/5, 90/10, 85/15 respectivamente) se observó prácticamente el mismo 

valor (86.09±5.291, 85.02±5.0, 83.06±6.01). 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

  
 

 

  

    

 
 

 

 

Figura 15. Viabilidad de conidios producidos en fermentación sólida utilizando distintas mezclas de 
sustrato/inductor. 100/0 (□), 95/5 (□), 90/10 ( ), 85/15 (□)

La mayor viabilidad (%) se obtuvo con mezclas de arroz/inductor 90/10(91.84±4.29), 

seguida por la obtenida con maíz quebrado/inductor 100/0(90.95±4.46), siendo la 

menor la obtenida con las mezclas de salvado de trigo/inductor 90/10 (77.06±4.40). 

En contraste, Montesinos-Matías (2008) reportó valores de entre 68 y 82 para los 

conidios provenientes de cultivos sólido, utilizando Agar Maltosa Sabouraud al 2%

60
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con 3% de avena y 0.5% de extracto de levadura, a las 20 h de incubación; mientras 

que Núñez-Gaona (2009) obtuvo una viabilidad del 87% en cultivos con SDA al 4% 

(p/v) más extracto de levadura 0.5 g/L y desoxicolato de sodio 1 g/L en un tiempo 

de cultivo de 10 días. 

 

Los resultados obtenidos sugieren que los conidios de Beauveria bassiana 

producidos por fermentación sólida a distintos porcentajes de las mezclas 

sustrato/inductor, alcanzaron una viabilidad adecuada para la producción masiva 

ademas de que se obtuvieron viabilidades similares en cada uno de los 

tratamientos. 

 

8.6 Bioensayos 

 

La Figura 16A muestra el comportamiento de la mortalidad (%) en función del tiempo 

para los conidios obtenidos con arroz adicionado con inductor. La mortalidad se 

favoreció debido a que la velocidad de muerte fue mayor para las mezclas de 

arroz/T. molitor sin importar la concentración de éste. El 100 % de mortalidad se 

alcanzó con las esporas obtenidas con todos los tratamientos, existiendo diferencias 

sólo en el tiempo en el cual ocurrió esto, para las mezclas 90/10 sucedió a los 14 

días, seguidas de las mezclas de 85/15 con 16 días, para las mezclas de 95/5 el 

tiempo fue de 17 días, finalmente, para las mezclas 100/0 este valor se obtuvo hasta 

los 20 días.  

 

En la Figura 16B se muestran el comportamiento de la mortalidad (%) en función 

del tiempo para los conidios producidos con mezclas de salvado de trigo/T. molitor, 

nuevamente se apreció el efecto positivo en la velocidad de muerte para las mezclas 

con inductor, dicho efecto se hizo presente a partir del séptimo día para las mezclas 

95/5, hasta el décimo día para las mezclas con concentración de 85/15 y a partir del 

día 12 para las de 90/10. También se observó en las mezclas 100/0, periodos de 

tiempo donde la mortalidad se mantuvo sin modificación. El 100 % de mortalidad se 

alcanzó para todos los tratamientos, a los días 18, 20, 22 y 28 para las mezclas 

95/5, 90/10, 85/15 y 100/0 respectivamente.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el comportamiento de la mortalidad de conidios obtenidos en mezclas de maíz 

quebrado/inductor se observó (Figura 16C) nuevamente un mayor porcentaje de 

mortalidad para los tratamientos con inductor, así mismo se apreciaron intervalos 

de mortalidad constante para el tratamiento 100/0. El mayor porcentaje de 

mortalidad se alcanzó en los días 15, 16, 19, 25, para los tratamientos 85/15, 90/10, 

95/5 y 100/0 respectivamente.
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Figura 16. Porcentaje de mortalidad de los conidios de Beauveria bassiana producidos en 
fermentación sólida utilizando mezclas de sustrato/7. molitor (%). 100/0(0), 95/5 (□), 90/10 (o), 

85/15(Á). (A) arroz, (B) salvado de trigo, (C) maíz quebrado.
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El estudio del efecto del uso de inductores sobre la virulencia de hongos 

entomopatógenos es limitado y poco usual, puesto que la mayoría de estudios de 

este tipo se enfocan en la producción de enzimas asociadas al mecanismo de 

infección. Montesinos-Matías (2008) determinó el porcentaje de mortalidad de 

distintas cepas de B. bassiana, en medio de cultivo Agar Maltosa Sabouraud (AMS) 

al 2% con avena (3%) enriquecido con EL (0.05 %), obteniendo que para la cepa 

885.2 (misma que se empleó en este trabajo), el porcentaje de mortalidad fue de 97 

al día 15, en contraste con la mezcla de 90/10 (arroz/inductor) la cual alcanzó el 100 

% de mortalidad al día 14. En este trabajo se observó la interacción que existe entre 

el tipo de sustrato (arroz, salvado de trigo y maíz quebrado) con el % de mortalidad, 

es importante señalar que la mortalidad es un parámetro determinante en el uso de 

controladores biológicos en la agricultura. 

 

Utilizando arroz como sustrato, se observaron tres grupos que difieren 

significativamente entre ellos, el primero compuesto por los tratamientos 85/15 y 

90/10, el segundo 95/5 y el tercero por 100/0. 

 

Así mismo con el uso de salvado de trigo como sustrato, se observaron tres grupos 

que difieren significativamente entre ellos, el primero compuesto por el tratamiento 

95/5 el segundo por los 90/10 y 85/15 y el tercero por el 100/0.  

 

En los bioensayos realizados con maíz quebrado como sustrato, se observaron dos 

grupos que difieren significativamente entre ellos, el primero compuesto por los 

tratamientos 85/15, 95/5 y, 90/10 y el segundo por el de 100/0. 

 

Se realizó el análisis comparativo de medias con la prueba de Tukey con un nivel 

de significancia, α de 0.05 para determinar la interacción sustrato-inductor (Anexo 

12.2.2), estableciendo que, hay diferencias significativas entre los sustratos maíz 

quebrado, arroz (grupo A) y salvado de trigo (grupo B), así como en dos grupos 

conformados por las mezclas 95/5, 90/10, y 85/15 (grupo A) y la 100/0 (grupo B) en 

los tratamientos. 
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8.6.1 Tiempo letal 50% (TL50) 

 

En la Tabla 5 se observa el cálculo del tiempo letal 50 utilizando dos metodologías 

(regresión lineal y análisis PROBIT), se observó que el menor tiempo letal obtenido 

con la regresión lineal (7.71±1.78d) perteneció a la mezcla arroz/inductor 85/15, 

siendo este el mejor tiempo global para esta metodología, contrastando con lo 

reportado por Fuentes (1995) quien obtuvo un TL50 menor para la cepa 447 de B. 

bassiana (3.32 d), esta diferencia puede atribuirse a dos razones; la primera fue que 

este autor empleo una concentración mayor de inóculo (1x109 conidios/mL) para los 

sus bioensayos, en contraste con la empleada en este trabajo (1x108 conidios/mL), 

la segunda fue que la cepa de este trabajo (Bb 885.2) proviene de una serie de 

mutaciones aleatorias que, conforme transcurre el tiempo y múltiples resiembras se 

afecta su virulencia. 

 

Los valores de tiempo letal 50 calculados por el método de análisis PROBIT 

arrojaron el menor valor para todo el trabajo (6.43±1.51d) perteneciente a la mezcla 

maíz quebrado/inductor 85/15, en contraste con lo reportado por Ayala-Campaña 

(2006) quien obtuvo un valor de tiempo letal medio de 4.66 d con una cepa de B. 

bassiana. De igual manera esto puede atribuirse a las razonas expuestas 

anteriormente. 
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Tabla 5. Tiempo Letal 50 de Beauveria bassiana. Estimado con dos metodologías independientes. 

Letras iguales no hay diferencias significativas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El nivel del inductor fue un factor importante sobre la virulencia de la cepa utilizada 

en este trabajo, así mismo, se observó que con metodologías de infección similares 

y la misma cepa (Montesinos-Matías, 2008; Núñez-Gaona, 2009) el tiempo letal 

medio presentó variaciones de 5.91 a 16.9 d respectivamente,  atribuyéndose a la 

diferencia entre los sustratos empleados. 

  

Sustrato 

Mezcla 

sustrato/inductor 

(%) 

Regresión 

lineal 
PROBIT 

TL50 (días) TL50 (días) 

Arroz 

100/0 11.24±2.34b 15.21±3.18b 

95/5 8.36±1.14a 7.59±1.74a 

90/10 7.75±1.69a 9.66±2.03b 

85/15 7.71±1.78a 9.96±2.33b 

Salvado de 

trigo 

100/0 17.23±2.62b 15.21±3.30b 

95/5 9.84±2.04b 7.59±2.14b 

90/10 12.13±3.47b 9.66±1.48b 

85/15 12.38±2.87b 9.96±1.26b 

Maíz 

quebrado 

100/0 13.54±3.03b 9.78±1.17b 

95/5 10.29±2.01a 8.20±1.61a 

90/10 9.80±1.98a 7.51±2.04a 

85/15 8.61±1.37a 6.43±1.51a 
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9 CONCLUSIONES 
 

El empleo de Tenebrio molitor como inductor en mezclas con salvado de trigo y 

maíz quebrado presento un efecto significativo en la producción de conidios de B. 

bassiana, sin embargo, los mayores títulos se obtuvieron con las mezclas sin 

inductor (100/0 %). 

 

Durante la fermentación sólida el mayor crecimiento se determinó al quinto día del 

proceso para todos los tratamientos evaluados. 

 

La producción de endoquitinasas se favoreció por el uso del inductor en mezclas 

90/10 y 85/15 % independientemente del sustrato. El uso de salvado de trigo como 

sustrato alcanzó los mayores títulos de producción de estas enzimas, con la 

excepción de la mezcla maíz quebrado/inductor (90/10 %) alcanzando 169.2±14.01 

mU/mL. 

 

El uso de T. molitor como inductor favoreció la producción de exoquitinasas 

exclusivamente para las mezclas de 95/5 % (sustrato/inductor), 

independientemente del sustrato al séptimo día en contraste cuando se incrementó 

la concentración del insecto en las mezclas, la actividad de estas enzimas disminuyó 

lo que se atribuyó a una inhibición a nivel de sustrato. 

 

La actividad proteolítica de B. bassiana no se vio afectada por el uso de Tenebrio 

molitor como inductor para las mezclas de arroz y maíz quebrado, sin embargo, con 

la mezcla de salvado de trigo/T. molitor (85/15 %) se observó una disminución para 

esta actividad enzimática. Las mejores mezclas para la producción de enzimas 

proteolíticas fueron con concentraciones de inductor de 5 y 10% para cualquiera de 

los sustratos utilizados. 

 

Las pruebas API ZYM® mostraron que en las mezclas (sustrato/inductor), no existía 

diferencia entre la presencia o ausencia de las enzimas producidas por B. bassiana, 
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sin embargo, de manera cuantitativa si hay efecto en el nivel producción de las 

mismas esto debido a la adición del inductor. 

 

Los bioensayos mostraron que el uso de Tenebrio molitor como inductor tuvo un 

efecto positivo sobre la virulencia (porcentaje de mortalidad y tiempo letal medio), 

así mismo se mostró que el salvado de trigo no es un sustrato adecuado para la 

producción de conidios virulentos de B. bassiana.  

 

El tiempo letal medio, un parámetro de virulencia de importancia en el control 

biológico obtenido por análisis PROBIT, mostró que las mezclas maíz 

quebrado/inductor (90/10 y 85/15 %) son los mejores tratamientos para la obtención 

de conidios virulentos de B. bassiana.  



68 
 

10 CONTRIBUCIONES Y PERSPECTIVAS 
 

10.1 Contribuciones 
 

 Este trabajo contribuyó a incrementar el conocimiento sobre el efecto del uso 

de T. molitor como inductor en la producción de conidios infectivos de B. 

bassiana por fermentación bifásica, junto con el efecto de emplear distintos 

sustratos. 

 

 También, permitió establecer parámetros importantes como la humedad, 

tiempo de fermentación y concentración de inductor, lo cual será relevante en 

futuros trabajos que pretendan la producción de conidios de B. bassiana, con 

la finalidad de desarrollar y aplicar formulados biológicos para el control de 

plagas en la región. 

 

10.2 Perspectivas 

 

 Realizar estudios con distintos residuos agroindustriales como sustrato con 

la finalidad de reducir costos de producción. 

 

 Debido a que el uso de T. molitor como inductor favorece la producción de 

enzimas hidrolíticas involucradas en el mecanismo de infección, este resulta 

de interés para continuar con su empleo tanto en fermentaciones líquidas y/o 

sólidas. 

 

 Estudiar la correlación entre la producción enzimática del hongo B. bassiana 

con su virulencia y patogenicidad. 
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12 ANEXOS 
 

12.1 Curvas estándar 
 

12.1.1 Curva estándar de azucares totales 
 

 

Figura 17. Curva estándar de azucares empleando glucosa como sustrato por el método del fenol 

sulfúrico (Urbaneja et al., 1997)  

 

12.1.2 Curva estándar de ρ-nitrofenol 
 

 

Figura 18. Curva estándar de actividad exoquitinasa utilizando ρ-NAG como sustrato por el método 
de Tronsmo y Harman (1993) 
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12.1.3 Curva estándar de actividad proteolítica 

 

 

 

Figura 19. Curva estándar de actividad proteolítica utilizando tirosina como sustrato por el método 

García-Gómez (2009) 

 

12.2 Análisis de varianza  
 

12.2.1 Familias de significancia de las actividades enzimáticas  
 

Tabla 6. Análisis de varianza para las actividades enzimáticas empleando arroz como sustrato. 

Letras iguales no existen diferencias significativas (α = 0.05) 

Concentración del 

inductor (%) 
Actividad enzimática Grupo 

0 Endoquitinasas A 

5 Endoquitinasas B 

10 Endoquitinasas B 

15 Endoquitinasas B 

0 Exoquitinasas A 

5 Exoquitinasas B 

10 Exoquitinasas C 

15 Exoquitinasas C 
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0 Proteolítica A 

5 Proteolítica A 

10 Proteolítica B 

15 Proteolítica B 

 

Tabla 7. Análisis de varianza para las actividades enzimáticas empleando salvado de trigo como 

sustrato. Letras iguales no existen diferencias significativas (α = 0.05) 

 

Tabla 8. Análisis de varianza para las actividades enzimáticas empleando maíz quebrado como 

sustrato. Letras iguales no existen diferencias significativas (α = 0.05) 

 

Concentración del 

inductor (%) 
Actividad enzimática Grupo 

0 Endoquitinasas B 

5 Endoquitinasas A 

10 Endoquitinasas A 

15 Endoquitinasas B 

0 Exoquitinasas A 

5 Exoquitinasas B 

10 Exoquitinasas C 

15 Exoquitinasas C 

0 Proteolítica A 

5 Proteolítica A 

10 Proteolítica A 

15 Proteolítica B 

Concentración del 

inductor (%) 
Actividad enzimática Grupo 

0 Endoquitinasas B 

5 Endoquitinasas B 

10 Endoquitinasas A 

15 Endoquitinasas A 
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12.2.2 Análisis de varianza de los bioensayos  
 

Tabla 9. Comparación entre sustratos y tratamientos en los bioensayos. Letras iguales no existen 

diferencias significativas (α = 0.05) 

 

12.3 Trabajos presentados 
 

López-sosa Daniel. Núñez-Gaona Oscar. Estudio del efecto del uso de texturizantes 
sobre la calidad de conidios de Beauveria bassiana obtenida por fermentación 
sólida. 1er foro estatal de biotecnología. Yo encuentro la ciencia. Xalapa, Veracruz, 
México. Marzo, (2017) 
 
López-sosa Daniel. García-Gómez María de Jesús. Núñez-Gaona Oscar. Efecto de 

tenebrio molitor (Coleoptera: tenebrionidae) como inductor sobre la virulencia de 

Beauveria bassiana (hypocreales: clavicipitaceaea) en fermentación sólida. Lx 

Congreso Nacional de Control Biológico. Mérida, Yucatán, México. Noviembre, 

(2017) 

 

0 Exoquitinasas B 

5 Exoquitinasas A 

10 Exoquitinasas B 

15 Exoquitinasas C 

0 Proteolítica A 

5 Proteolítica A 

10 Proteolítica A 

15 Proteolítica A 

Sustrato Grupo 
Concentración del 

inductor (%) 

Maíz 

Arroz 

A 5 

10 

15 

Salvado B 0 
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Resumen 

El control biológico permite disminuir el uso de compuestos químicos en los cultivos, en éste se 

pueden usar organismos entomopatógenos como bacterias, nematodos y hongos. Los hongos 

entomopatógenos por su modo de acción disminuyen la posibilidad de que el hospedero adquiera 

resistencia; sin embargo para su uso hay que desarrollar métodos económicos de producción que 

aseguren altos rendimientos y calidad. En este trabajo se utilizó la fermentación bifásica para evaluar 

el efecto del salvado de trigo, maíz y arroz sobre la producción y viabilidad de conidios de Beauveria 

bassiana. En cultivo líquido se produjo una alta concentración de conidios que fueron utilizados como 

inóculo para las fermentaciones en medio sólido con cada sustrato. El mayor rendimiento en la 

producción de conidios aéreos (7.21 x 109 conidios/g de sustrato) con mejor viabilidad (90.5 %) se 

obtuvo con maíz. Al ser el sustrato más económico, su uso podría reducir los costos de producción 

de un bioinsecticida a base de Beauveria bassiana. 

 
 
Palabras clave: Maíz quebrado, Beauveria bassiana, fermentación bifásica, conidios aéreos 

Abstract 

Biological control makes it possible to reduce the use of chemical compounds in crops; they can use 

entomopathogenic organisms such as bacteria, nematodes and fungi. The entomopathogenic fungi 

by their mode of action reduce the possibility that the host acquires resistance; however for their use 

it is necessary to develop economic methods of production that assure high yields and quality. In this 

work, biphasic fermentation was used to evaluate the effect of wheat, maize and rice on the 

production and viability of Beauveria bassiana conidia. In liquid culture was used to produce a high 

concentration of conidia, and then they were used as inoculum for solid fermentations with each 

substrate. The highest yield of aerial conidia with better viability (90.5%) was obtained with maize. It 

is the most economical substrate; therefore its use could reduce the production costs of a bio-

insecticide based on Beauveria bassiana. 

 
Key words: Corn broken, Beauveria bassiana, biphasic fermentation, aerial conidia.  
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Introducción 

La agricultura, desde su inicio en la época de las cavernas, se encuentra en constante cambio; en el 

siglo XX se convirtió en una de las actividades primarias con mayor importancia para la humanidad, 

encargada del abasto de alimentos. Con la revolución verde se comenzaron a desarrollar y usar 

nuevos métodos para aumentar los rendimientos de producción a través de la prevención y cuidado 

de los cultivos; debido a esto se incrementó el uso de agentes químicos; fertilizantes, herbicidas, 

plaguicidas, fungicidas entre otros, a su vez se comenzaron a utilizar grandes extensiones de tierra 

para el monocultivo [Brechelt, 2004]. Pero el uso excesivo de compuestos químicos ha ocasionado 

contaminación de la tierra y los mantos freáticos provocando daños colaterales a organismos no 

blanco [FAO, 2013] incluyendo a los humanos. 

 

Debido a esta problemática se han establecido programas para el manejo integrado de plagas (MIP) 

que son métodos aceptados de manera económica, ecológica y toxicológica [Zavaleta-Mejía, 1999], 

con lo que se busca disminuir el uso de compuestos de origen químico en el cuidado de los cultivos. 

El control biológico es un método esencial en el MIP que permite disminuir el uso de compuestos 

químicos utilizados tradicionalmente para suprimirlas [Whipps y Lumsden, 2001] En este método, se 

pueden usar organismos entomopatógenos como bacterias, nemátodos y hongos [Padilla y col., 

2005]; estos últimos tienen ventajas con respecto a otros organismos que afectan a los insectos, 

porque invaden al huésped por contacto [Ortiz-Meza y col., 2005] y esta capacidad reduce la 

posibilidad de que los organismos huésped adquieran resistencia [Matías-Montesinos 2008]. Los 

hongos entomopatógenos son un grupo con potencial para el MIP, entre los más destacados está 

Beauveria bassiana por su capacidad de infectar a más de 200 especies de insectos en nueve 

órdenes, además de ser la especie fúngica más ampliamente distribuida en la naturaleza 

[Zimmermann, 2007]. Para que los agricultores puedan obtener bioinsecticidas a base de estos 

microorganismos, estos deben producirse en cantidades suficientes, es decir, que se necesita 

implementar métodos de producción económicos, para la reproducción masiva de sus estructuras 

reproductivas en sustratos de bajo costo, que aseguren rendimientos elevados y alta calidad. 

 

La fermentación bifásica se realiza secuencialmente en dos fases; líquida y sólida. En la fase líquida 

se establece el medio de cultivo adecuado para desarrollar la mayor cantidad de biomasa, estos 

medios generalmente tienen altos contenidos de carbono y nitrógeno. En la fase sólida, el sustrato 

proporciona un área superficial mayor, que favorece la germinación de conidios aéreos [Lomer y col., 

2002]. 

 

En este trabajo se propone utilizar la fermentación bifásica como un método para la producción de 

conidios aéreos de B. bassiana, evaluando el uso de 3 residuos agroindustriales como sustratos: 

arroz quebrado, maíz quebrado y salvado de trigo. 

Metodología 

Materiales 

Se utilizaron: agar Sabouraud dextrosa (SD), caldo SD, extracto de levadura (EL) (DIBICO, México, 

D.F.), arroz quebrado, salvado de trigo y maíz quebrado (forrajeras locales). 

 

Microorganismo 
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Se empleó la cepa de Beauveria bassiana 885.2 (donada por el Dr. Octavio Loera Corral, Universidad 

Autónoma Metropolitana, Ciudad de México). Ésta se cultivó, modificando la metodología reportada 

por López-Lastra y col. [2002], en agar SD al 4 % enriquecido con 0.05 % de EL por 7 días a 25 °C, 

posteriormente los conidios se extrajeron con agua destilada estéril y se conservaron en refrigeración 

(4 °C). Para preservar la homogeneidad genética, los conservados se emplearon como stock. Las 

concentraciones de las suspensiones de conidios fueron determinadas por conteo en cámara de 

Neubauer [Azamar-Jiménez, 2016] 

 

Cinética de crecimiento y producción de biomasa en cultivo liquido 

Para determinar el tiempo de máxima producción de biomasa se realizó una cinética inoculando 1.5 

mL de una suspensión con una concentración inicial de 1x107 conidios/mL en matraces de 500 mL 

con un volumen de 150 mL de caldo SD al 4 % enriquecido con 0.05 % EL. Los matraces, se 

incubaron a 25°C con agitación orbital (180 rpm) (New Brunswick Scientific, modelo EXCELLA 

E24R), durante 10 días. Se tomaron muestras cada 24 h y la biomasa se determinó por 

espectrofotometría (Espectrofotómetro UV-Vis JENWAY modelo 6700) a 740 nm utilizando como 

blanco el medio de cultivo [Arnáiz y col., 2000]. Para producir la biomasa que se utilizó como inoculo 

en la fermentación sólida se utilizaron matraces de 1000 mL con 300mL del medio antes descrito 

inoculado con 3 mL de una suspensión con una concentración inicial de 1x108 conidios/mL, 

incubados a 25°C en agitación orbital (180 rpm) durante el tiempo determinado en la cinética. 

 

Fermentación sólida  

Se llevó a cabo en cajas de plástico (L 10 cm x A 10 cm x H 4 cm) en las que se agregaron 25g de 

cada sustrato sólido y 32.5 mL de agua destilada (75 % de humedad). Estas cajas fueron 

esterilizadas e inoculadas, bajo condiciones estériles, con 32.5 mL de una suspensión de esporas 

con una concentración de 3.1 x109 conidios/mL. Finalmente se incubaron a 25°C por 7 días, durante 

este periodo se tomaron muestras cada 24 h para cuantificar los conidios producidos. Ésta se realizó, 

bajo condiciones estériles, mezclando 1 g de cada sustrato fermentado con 20mL de agua destilada 

estéril, la mezcla se homogeneizó en un vórtex durante 2 min, se tomó una alícuota de 1 mL para 

realizar diluciones 1x101, 1x102, 1x103 para facilitar el conteo por cámara de Neubauer mediante 

microscopio óptico a 40x (Núñez-Gaona, 2009). 

 

Viabilidad de los conidios 

Al término de la fermentación sólida se tomaron alícuotas de cada sustrato se hicieron diluciones 

seriales hasta alcanzar una concentración entre 50 y 300 conidios en 200 µL de agua estéril; este 

volumen se inoculó en placas Petri de 90mm de diámetro, Las cajas se incubaron a 25°C después 

de 24 h se observó la aparición de colonias en ellas (Modificado de Monzón, 2001). El porcentaje de 

viabilidad es igual a la relación del número de colonias que emergieron en este tiempo entre el 

número de conidios contados por cámara de Neubauer, multiplicado por 100. 

Resultados y discusión 

Cinética de crecimiento en cultivo líquido. 

 

En la Figura 1 muestra la cinética de crecimiento de B. bassiana en cultivo líquido con un medio 

definido. Se observó la fase de crecimiento exponencial entre los días 3 y 5, posteriormente la fase 
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de mantenimiento del día 5 al día 7. Este comportamiento concuerda con lo reportado por Azamar-

Jiménez [2016] quien obtuvo el máximo crecimiento de B. bassiana durante el quinto día realizando 

pruebas de conteos de conidios por cámara de Neubauer y determinando la biomasa por peso seco. 

 

 

Figura 1. Cinética de crecimiento de B. bassiana en caldo SD adicionado con 0.05% de EL, a 25°C y 180 

rpm. 

 

Por otro lado, fue posible asociar la turbidez del medio con la producción de biomasa de B. bassiana, 

debido a que la cuantificación indirecta de la biomasa realizada por espectrofotometría a las 

muestras obtenidas durante la cinética mostró que al sexto día de crecimiento se observó la máxima 

de absorbancia (Figura 2). La ventaja del método espectrofotométrico es que es rápido, mientras 

que el recuento de microorganismos en cámaras no es un método muy exacto debido a las 

irregularidades en la distribución de la muestra; además pueden confundirse las células con otras 

formas orgánicas e inorgánicas [Arnáiz y col., 2000]. 
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Figura 2. 

Determinación espectrofotométrica (740 nm) de la biomasa de B. bassiana crecida en caldo SD 

adicionado con 0.05% de EL, a 25°C y 180 rpm. 

 

Efecto del sustrato sobre el crecimiento de Beauveria bassiana en fermentación sólida. 

 

En la Figura 3 se muestra el crecimiento de B. bassiana con los tres sustratos. La fase de crecimiento 

exponencial se observó, para los 3 sustratos, del día 3 al día 4 del bioproceso. La máxima producción 

de biomasa se alcanzó a los 4 días con salvado de trigo (6.65 x 109 conidios/g de sustrato), y a los 

5 días con maíz (7.65 x 109 conidios/g de sustrato) y arroz quebrado (7.21 x 109 conidios/g de 

sustrato); obteniéndose el mayor título de esporas por gramo de sustrato con maíz quebrado. Es 

importante señalar que en investigaciones realizadas para producir blastoesporas de B. bassiana, el 

sustrato sólido que se usa con mayor frecuencia es arroz [Gandarilla-Pacheco y col., 2013; Villalba 

y col., 2009]. Para la mayoría de las especies de hongos entomopatógenos, crecidos sobre arroz se 

han reportado rendimientos de hasta 1010
 

conidios/g de sustrato, aunque frecuentemente, en la 

mayoría de las especies, los valores son de 109 conidios/g de sustrato [Méndez y col., 2010]. 
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Beauveria bassiana en diferentes sustratos, () maíz quebrado, 

() arroz quebrado y (O) salvado de trigo, por fermentación sólida 

 

Efecto del sustrato sobre la viabilidad de Beauveria bassiana. 

 

En la Figura 5 se observa la viabilidad de los conidios Beauveria bassiana obtenidos por 

fermentación sólida con tres sustratos. La mayor viabilidad se obtuvo con maíz quebrado (90.5 %), 

seguida por la de arroz quebrado (89.8 %) y salvado de trigo (88.9%). En contraste, Matías-

Montesinos [2008] reportó una viabilidad de entre 68 y 82% para los conidios provenientes de cultivos 

sólido, utilizando agar maltosa Sabouraud al 2% con 3% de avena y 0.5% de extracto de levadura, 

a las 20 h de incubación; mientras que Núñez-Gaona [2009] obtuvo una viabilidad del 87% en cultivos 

similares a los reportados por Matías-Montesinos [2008] pero en un tiempo de cultivo de 10 días. 

Con los resultados previos, puede considerase que los conidios producidos por fermentación sólida 

utilizando cualquiera de los sustratos analizados tienen una viabilidad considerable para la 

producción masiva de B. bassiana. 
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Figura 5. Efecto del sustrato sobre la viabilidad de los conidios aéreos de B. bassiana obtenidos por 

fermentación sólida 

 

Trabajo a futuro 

Las perspectivas para este trabajo son seleccionar el sustrato para obtener conidios con alta 

virulencia, utilizando un insecto modelo (Tenebrio molitor). Posteriormente, optimizar los parámetros 

de producción de conidios (temperatura, pH, humedad, actividad de agua) y virulencia (tiempo y 

dosis letal 50) con la intención de desarrollar un formulado. 

 

Conclusiones 

El maíz quebrado es un sustrato menos costoso que el arroz que, bajo las condiciones de este 

estudio, permitió la obtención de títulos de esporas/g de sustrato comparables a las reportadas para 

arroz con un alto porcentaje de viabilidad para los conidios. Es por ello que el maíz quebrado 

representa una alternativa para la producción masiva de conidios de B. bassiana de alta calidad. 
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