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RESUMEN 

El uso de control biológico para disminuir las poblaciones de insectos plaga es una técnica 

alternativa al uso de insecticidas sintéticos. El control biológico, específicamente el control 

microbiano presenta algunas ventajas sobre el uso de insecticidas químicos, resalta su alta 

especificidad sobre los hospederos y su baja contaminación ambiental. Sin embargo, la 

producción de los agentes de control biológico como Metarhizium anisopliae, presenta 

limitantes, ya que se ha documentado que cuando se logran altos rendimientos de conidios 

su calidad disminuye. 

 

El objetivo de este trabajo fue conocer si las atmósferas modificadas afectaban el 

rendimiento y los parámetros de calidad de los conidios. Inicialmente se realizó la 

identificación molecular  del aislamiento de Metarhizium anisopliae y se seleccionó un medio 

de cultivo para el crecimiento y producción de conidios. A partir de este medio de cultivo se 

evaluó el efecto de distintas concentraciones de oxígeno y dióxido de carbono sobre la 

conidiación de Metarhizium anisopliae. Los conidios producidos en estas atmósferas, fueron 

evaluados a través de dos parámetros de calidad: la hidrofobicidad de la superficie y la 

viabilidad. Así también, se evaluó la infectividad de los conidios obtenidos en distintas 

atmósferas sobre larvas y adultos de Tenebrio molitor. Por otro lado, se evaluó el daño 

celular provocado por el estrés oxidativo ante una atmósfera oxidante enriquecida con 

oxígeno.  

 

El aislamiento usado en este trabajo se identificó como Metarhizium anisopliae var 

lepidiotum. Se observó que el mejor sustrato para la producción de conidios fue la avena 

adicionada con peptona y que a concentraciones altas de oxígeno, se obtienen mejores 

rendimientos de conidios. También se observó que la infectividad y los parámetros de 

calidad no disminuyeron cuando los rendimientos de conidios fueron mayores. Además, la 

combinación de la atmósfera 21% de O2 y 5% de CO2 durante la producción de los conidios 

incrementó la infectividad sobre larvas y adultos de Tenebrio molitor. Aunque no se observó 

daño celular provocado por estrés oxidativo, se sugiere que los estados oxidantes inducen la 

conidiación y la germinación de los conidios de Metarhizium anisopliae, puesto que altos 

niveles de oxígeno inducen la conidiación y el peróxido de hidrógeno inducen la germinación. 



Abstract 

The biological control is an alternative for the use of synthetic insecticides. Biological control 

or specifically the microbial control has some advantages over the use of chemical 

insecticides as emphasizes the high specificity of insect hosts and their low environmental 

pollution. However, the production of biological control agents such as Metarhizium 

anisopliae, has limitations, because as it has been documented, when high yields of conidia 

are achieved its quality decreases. 

 

The use of the biological control to reduce the population of pest of insects is a choice for not 

using chemical insecticides. The biocontrol can present some advantages about the use of 

chemical insecticides as the high specificity on the host and its low environmental risk. 

However, the production of the agents of biological control as Metarhizium anisopliae is a part 

of the difficulties that limit its use, because it has been documented that, when it produce a lot 

of conidia, its quality decreases. 

 

The objective of this research was to know the effect of different atmospheres on the 

productivity and quality of conidia. Initially, we indentified the isolate of Metarhizium 

anisopliae and a culture media was selected for the development and production of conidia. 

From this culture medium was evaluated the effect of different concentrations of carbon 

dioxide and oxygen on the conidiation of M. anisopliae. Conidia produced in these 

atmospheres were evaluated by two quality parameters: the surface hydrophobicity and 

viability. Also, we evaluated the infectivity of the conidia obtained in different atmospheres on 

larvae and adults of Tenebrio molitor. Moreover, we evaluated the oxidative stress as a 

possible answer of enriched atmosphere with oxygen. 

 

We identified as fungi as Metarhizium anisopliae var. lepidiotum. The best substrate for the 

conidia production was oats with peptone. In high concentrations of oxygen we got best 

productions of conidia. Furthermore, we observed that the virulence and the parameters of 

quality do not decrease when the productions of conidia increases. Also, the combination of 

21% of O2 and 5% of CO2 during the conidia production increased mortality on larvae and 

adults Tenebrio molitor.  
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Although, we did not observe oxidative stress, we suggest that the oxidative state induce the 

conidiation and the germination of Metarhizium anisopliae. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

1.1. Control biológico de insectos 

El control biológico consiste en la manipulación intencional de los enemigos naturales u 

organismos antagonistas de los insectos plaga, que mantienen la población por debajo de 

los umbrales de daño. A estos organismos se le llama agentes de control biológico y entre 

ellos se encuentran los depredadores, parasitoides, así como patógenos de insectos, los 

cuales incluyen virus, protozoarios, bacterias, hongos y nematodos (Asaff et al., 2006). El 

interés de controlar insectos-plaga es fundamental debido a que los insectos ocupan 

aproximadamente el 80% de las formas de vida en nuestro planeta, y son los principales 

competidores de alimentos para los humanos (Rothemund et al., 1999). El atractivo del 

control biológico  como regulador de las poblaciones de insectos se debe a: i) la creciente 

preocupación sobre la seguridad ambiental y salud humana; ii) el incremento en la 

resistencia de los insectos a los plaguicidas (Samish et al., 2004).  

 

1.2. Hongos como agentes de control biológico 

Los hongos entomopatógenos son organismos heterótrofos, que poseen células con paredes 

quitinizadas, normalmente no móviles, que tienen la capacidad de provocar enfermedades 

en insectos (micosis). Las micosis en insectos son comunes y ampliamente distribuidas; a 

menudo ocasionan una reducción significativa en poblaciones de insectos en forma de 

epizootias espectaculares (Alatorre-Rosas, 2005). Los hongos entomopatógenos constituyen 

el grupo de mayor importancia en el control biológico de insectos plaga. Prácticamente todos 

los insectos son susceptibles a alguna de las enfermedades causadas por estos hongos. Se 

conocen aproximadamente 100 géneros y 700 especies de hongos entomopatógenos 

(Monzón, 2001). De estos, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (Ascomycota; 

Hypocreales) son los hongos más comúnmente usados en todo el mundo para el control de 

insectos plaga (Sun et al., 2002), debido a que tienen la capacidad de infectar diferentes 

órdenes de insectos con amplia distribución geográfica (Kamp y Bidochka, 2002) 
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Los hongos entomopatógenos tienen ciertas ventajas para su uso como control biológico 

sobre virus y bacterias entomopatógenos puesto que, en su modo de acción no requieren ser 

ingeridos por el insecto (Jeffs y Khachatourians, 1997; Kamp y Bidochka, 2002). En general, 

los hongos entomopatógenos, cumplen con las siguientes características que los hacen 

atractivos para su uso en cultivos agrícolas: no son contaminantes para el ambiente, el 

riesgo para humanos es bajo y pueden persistir en el área agrícola cuando las condiciones 

ambientales son favorables (Rangel et al., 2006) debido a la reproducción sobre los 

cadáveres y diseminación de conidios (Sun et al., 2002). Los principales hongos empleados 

para el control biológico son Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Lecanicillium 

lecani. 

 

1.2.1. Metarhizium anisopliae (Metsnickoff) Sorokin 

M. anisopliae es un patógeno importante de insectos que se encuentra distribuido 

ampliamente en el mundo. Los conidios son ovalados a cilíndricos, truncados en ambos 

extremos, con un tamaño que varía entre 3.5 y 9 micras de largo, predominando 5-8 micras 

(Guerreo et al., 2000). Las colonias del hongo exhiben formas variadas y matices de color 

verde. M. anisopliae tiene un alto grado de especialización que ocurre casi enteramente en 

dos familias de coleópteros, Elateridae y Curculionidae. Sin embargo, se ha reportado el 

parasitismo de M. anisopliae var anisopliae también sobre otras especies, especialmente de 

los órdenes ortóptera, hemíptera, coleóptera (Scarabaeidae y Curculionidae) y dermáptera 

(Zimmermann, 1993). 

 

1.2.2. Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 

En la actualidad se usa para controlar las poblaciones del saltamontes, Zonocerus variegatus 

(Orthoptera: Pyrgomorphidae) (Fagade et al., 2005), entre muchas otras poblaciones de 

plaga. También se conoce la capacidad de B. bassiana para infectar huevos de la araña roja 

(Tetranychus cinnabarinus Koch (Acari: Tetranychiidae) que ataca cultivos de frijol (Shi y 

Feng, 2004). B. bassiana presenta dos ventajas para el control de saltamontes sobre otros 

insecticidas biológicos: es capaz de invadir y penetrar la cutícula y matar rápidamente los 

insectos hospederos. En ocasiones B. bassiana presenta baja especificidad sobre otros 
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insectos, comparada con la especificidad para ortópteros (saltamontes, langostas, y grillos) 

(Goettel, 1992). 

 

1.2.3. Lecanicillium lecani (Zimmermann) Zare et W. Gams 

El género Lecanicillium contiene un grupo heterogéneo de hongos asexuales, muchos de los 

cuales son de considerable importancia en la agricultura como patógenos de plantas, 

insectos y nematodos. La taxonomía del grupo todavía está en revisión y en muchas 

especies la caracterización es difícil y polémica. Hasta la fecha, las especies de Lecanicillium 

se caracterizan principalmente con base en su morfología y en su virulencia (Bidochka et 

al.,1999). La especie más importante de este grupo de entomopatógeno es L. lecanii (= 

Verticillium lecanii), que ha sido aislado a partir de escamas, ácaros y arañas en climas y 

temperaturas tropicales, por lo que su potencial como insecticida biológico es prometedor 

(Gillespie y Moorhouse, 1994) 

 

1.3. Ciclo de vida de los hongos entomopatógenos 

El ataque de los hongos entomopatógenos sobre insectos consiste de dos fases: la infectiva 

y la reproductiva. En la fase infectiva (Figura 1A) el conidio se adhiere a la cutícula del 

insecto, posteriormente germina y penetra la cutícula del insecto. La adhesión del conidio 

sobre la superficie de la cutícula se debe a las interacciones hidrofóbicas entre la epicutícula 

del insecto y la pared celular del conidio (Jeffs y Khachatourians, 1997). 

 

Posterior a la adhesión, el hongo produce estructuras especializadas como el tubo 

germinativo y las hifas de penetración (Holder y Keyhani, 2005). Una vez que termina la 

elongación del tubo germinativo, la punta se empieza a hinchar y forma una estructura de 

domo altamente melanizada, excepto en el sitio de contacto llamado poro del apresorio, por 

donde emerge una delgada hifa que se adhiere fuertemente a la superficie de la cutícula y es 

el punto de concentración de la presión para formar el apresorio (citado por Rodríguez-

Gómez, 2009). Durante la penetración de la cutícula el hongo utiliza un sistema enzimático 

de proteasas, quitinasas y lipasas (Sabbour, 2002) que degrada los principales componentes 

de la cutícula. Sí la infección es exitosa, el hongo prolifera en la hemolinfa (crecimiento 
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vegetativo) que resulta en la muerte de hospedero (Holder y Keyhani, 2005) con la formación 

de conidios sobre el insecto muerto (Figura 1). 

 

En el proceso de la infección se produce un ataque a la capa lipídica de la epicutícula del 

insecto, por lo que la composición de lípidos de la cutícula determina la especificidad entre 

insecto-hongo (Lord, 2001). También es importante la capacidad del hongo para degradar 

quitina, debido a que ésta forma parte de la cutícula del insecto. En este contexto, se ha 

demostrado que en Beauveria bassiana la sobreexpresión del gen de quitinasa (Bbchit1) le 

confiere una mayor virulencia (Fang et al., 2005). Además, participa una proteasa (Pr1) que 

degrada las proteínas presentes en la cutícula, y ésta a su vez activa un sistema 

fenoloxidasa en el insecto (St. Leger et al., 1996). La penetración del hongo a la cutícula le 

permite obtener fuentes de carbono como disacáridos y azúcares fosforilados, como la 

glucosa 1-fosfato a partir de la hemolinfa. 

 

Figura 1. Adhesión de un conidio de B. bassiana sobre la superficie de la cutícula de un 
artrópodo, Boophilus microplus (Acari: Ixodidae). (A) germinación, CO= conidio; GT= tubo 
germinativo, (B) crecimiento vegetativo y formación de conidios. Fotografías: Álvarez-
Campos et al., 2005. 
 
 
 

A B

) 
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1.4. Mecanismos de defensa de los insectos infectados por hongos entomopatógenos 

Como respuesta a la invasión de estos entomopatógenos, los insectos producen proteínas, 

incluyendo enzimas, se inicia la inmovilización de los patógenos dentro de granulomas y 

ocurre la encapsulación de los invasores, además de la síntesis de melaninas (para evitar 

que se propague la infección) y péptidos antimicrobianos (Xia et al., 2000). En algunos 

insectos, la formación de esqueletos rígidos de color oscuro, actúa como un primera defensa 

física. Dicho proceso es catalizado por dos fenoloxidasas: la tirosinasa, y las lacasas. Al 

respecto, Arakane et al. (2005) reportaron la necesidad de una lacasa para la formación de 

fenotipos característicos en la cutícula (pigmentos y esclerosis) de un escarabajo (Tribolium 

castaneum), los pigmentos producidos en la cutícula se denominan melaninas. 

 

Las melaninas son macromoléculas generalmente de color oscuro, compuestas de varios 

tipos de monómeros fenólicos o indólicos, usualmente forman complejos con proteínas y 

carbohidratos. Las melaninas son sintetizadas por microorganismos, animales y plantas. Los 

tipos de monómeros que las componen pueden variar dependiendo del organismo que las 

produce. Algunas de las características fisicoquímicas de las melaninas son: insolubilidad en 

agua, en solventes orgánicos, resistencia a la degradación por ácidos concentrados, 

blanqueamiento por la oxidación de agentes como el peróxido de hidrógeno, así como la 

solubilidad y degradación por soluciones alcalinas calientes (Butler y Day, 1998). 

 

La principal barrera que presentan los insectos ante el ataque de un hongo entomopatógeno 

es la cutícula. Chouvenc et al., (2009), describieron de manera detallada el proceso de 

defensa de la termita Reticulitermes flavipes ante la infección de Metarhizium anisopliae 

(Figura 2 A-J). Una vez que el conidio se adhiere sobre la cutícula del insecto, se inicia la 

germinación del conidio, puede ser durante las primeras 36 h después de la infección (A-B). 

Posterior a esto inicia la defensa fisicoquímica del insecto que implica una reacción de 

melanogénesis (C), la melanina actúa como barrera que puede impedir el avance de la 

infección y eliminar al patógeno. Si  esto no sucede, la hifa penetra la cutícula en presencia 

de hemocitos que ocurren alrededor de las 48 horas (D) y una posterior aparición de 

melanina en los alrededores de la infección (E). Si la infección continúa, entonces el insecto 

muere, por lo tanto no fue exitosa la defensa (F). Sin embargo, puede suceder la 

encapsulación del patógeno (G-H) que, a su vez, puede quedar atrapado en una vacuola (I) 
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o bien en una invaginación de la cutícula incluida la melanina en un tiempo post-infección de 

hasta 9 días (J). Por lo tanto, la encapsulación es el último proceso de defensa que puede 

presentar un insecto ante el ataque de un hongo entomopatógeno después de que los 

anteriores mecanismos de defensa no fueron eficaces (Chouvenc et al., 2009). 

 

 

Figura 2 A-J. Defensa de un insecto ante el ataque de un hongo entomopatógeno. Esquema 
(Chouvenc et al., 2009). 
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1.5. Conidiación 

Los conidios ó esporas asexuales son células de dispersión producidas por un grupo de 

hongos filamentosos, se producen cuando las condiciones de crecimiento apical de la hifa no 

son las adecuadas. Los procesos de producción de conidios, la conidiación, es un tema 

atractivo para diversos fines, como el desarrollo de agentes de control biológico, inóculos 

para la producción de antibióticos y en la industria de los alimentos, entre otros (Roncal y 

Ugalde, 2003). 

 

El proceso de conidiación implica la diferenciación celular dentro de un compartimento 

celular especializado llamado fialide. En este compartimento ocurren divisiones mitóticas 

sucesivas, dando como resultado células especializadas llamadas conidios (Roncal y 

Ugalde, 2003). En la Figura 3A-D se muestran los cuatro pasos que se han identificado para 

la conidiación de Penicillium cyclopium en cultivo sumergido. En el primer paso (A), se 

observó que se detiene el crecimiento vegetativo de la hifa, posteriormente (B), la célula 

apical se delimita por un septo con la concomitante formación de una ramificación subapical; 

durante el tercer paso (C), se da la formación y maduración de la fialide y finalmente (D), 

ocurre la formación del primer conidio. Después de algunas horas, nuevos conidios se 

producen en forma de cadenas sucesivas sobre el primer conidio formado (Roncal y Ugalde, 

2003). 

 

 

Figura 3 A-D. Estados morfológicos de Penicillium cyclopium durante la conidiación en 
cultivo sumergido. Fotografías: Roncal y Ugalde, 2003. 
 

A

) 
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En la Figura 4 A-B se observan células de fialides maduras con conidios de dos cepas de 

Metarhizium flavoviride var flavoviride: ARSEF 2025 y ARSEF 2024, respectivamente. Las 

dimensiones de los conidios y fialides que reportan Bischoff et al., (2006) son: 8.0-11 X 3.4-

4.5 micras y 11.5-17.0 X 5-4.5 micras para la cepa ARSEF 2025 y 9.5-11.5 X 3.5-5.0 micras 

y 7.0-15.0 X 3.0-4.5 micras para la cepa ARSEF 2024. 

 

 

Figura 4 A-B. Células fialides maduras con un conidio de Metarhizium flavoviride var 
flavoviride de las cepas ARSEF 2025 y ARSEF 2024 respectivamente. Fotografías: Bischoff 
et al., 2006. Barra =10micras. 

 

1.6. Control de calidad de conidios de hongos entomopatógenos 

Una vez que se obtiene un lote de conidios, es importante evaluar su calidad a través de las 

variables que se relacionan con el ciclo infectivo descrito anteriormente. 

 

1.6.1. Germinación 

La germinación es la emergencia del tubo germinativo a partir de un conidio (Figura 5). Se 

considera un conidio germinado, cuando el tamaño del tubo germinativo es mayor o igual al 

ancho del conidio (Ibrahim et al., 2002). Las condiciones nutricionales y la temperatura son 

factores que afectan la germinación. Al respecto, Ibrahim et al. (2002) observaron que los 

medios ricos en nutrientes, tales como agar dextrosa Sabouraud (ADS) y agar extracto de 

A

) 

B

) 
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levadura permitieron una mayor proporción de conidios germinados de Metarhizium 

anisopliae que un medio mínimo, además demostraron que los conidios obtenidos a partir de 

sustratos limitados en nitrógeno, germinaron 1.8 veces más rápido que los conidios 

obtenidos en un medio de ADS con maltosa. También se ha observado que la temperatura 

de germinación de los conidios de algunos hongos entomopatógenos como Beauveria 

bassiana y Metarhizium anisopliae es de 25-30°C (Ekesi et al., 1999). 

 

 

Figura 5. Conidios germinados de Metarhizium anisopliae con tubo germinativo de 40-100 
micras. Fotografía: (Fang y Bidoschka, 2006). 

 

La germinación puede ser evaluada usando una suspensión de conidios asperjada sobre la 

superficie del agar de un medio de cultivo en cajas de Petri. Después de 18 a 24 horas se 

observan a través del microscopio los conidios germinados (Lord, 2009), o bien puede 

colocarse una gota de agar-agua (Samuels et al., 1989) sobre un portaobjetos, a 

continuación se coloca una gota de la suspensión de conidios y se cubre con un 

cubreobjetos (Monzón, 2001). Después de algunas horas se observa al microscopio y se 

registran los conidios germinados. 

 

1.6.2. Hidrofobicidad 

La hidrofobicidad de los conidios es un concepto general a nivel físico, es una propiedad de 

la superficie de los conidios que permite eventualmente asociar sustratos u hospederos 

(Jeffs et al., 1999). De hecho, la hidrofobicidad de la superficie de los microorganismos es 

fundamental para su adhesión a las superficies con las que interactúan (Ahimou et al., 2001). 

En el caso de los conidios, la hidrofobicidad es el producto de una capa sobre la superficie 



10 
 

muy bien organizada de estructuras proteicas llamadas “rodlets” (Hegedus y Khachatourians, 

1995). Las principales proteínas que constituyen los “rodlets” son las hidrofobinas, éstas 

fueron caracterizadas durante la búsqueda de genes que se expresan durante la formación 

de las hifas aéreas de Schizophyllum commune (Basidiomycota) (Jeffs et al., 1999). En 

hongos entomopatógenos, se han identificado a los genes que codifican para estas 

proteínas, particularmente para Metarhizium anisopliae (St. Leger et al., 1992), mientras que 

en Beauveria bassiana se han identificado péptidos de 9.7 KDa con propiedades similares a 

las hidrofobinas (Bidochka et al., 1995). 

 

La hidrofobicidad de hongos entomopatógenos se puede medir por distintos métodos, los 

más comunes son evaluando las interacciones con moléculas no polares, como la exclusión 

de fases, usando tolueno ó n-hexadecano (Shah et al., 2007). Existe otra técnica útil para 

determinar la hidrofobicidad, la SAS (por sus siglas en inglés, salt-mediated aggregation and 

sedimentation) (Jeffs et al., 1999), que consiste en la adición controlada de sales a la 

suspensión de conidios y se mide su velocidad de sedimentación. Los conidios más 

hidrofóbicos sedimentan más rápido y en soluciones con menor concentración de sal (Jeffs y 

Khachatourians, 1997). 

 

La adhesión de los conidios a los hospederos se puede dar en dos principales etapas. 

Durante la primera participan las propiedades físico-químicas de la superficie de los conidios 

(como la hidrofobicidad y las fuerzas electrostáticas), en la segunda, se secretan enzimas y 

mucílago que consolidan el ataque y establecen la infección (Shah et al., 2007). Se han 

propuesto que las enzimas que participan en la segunda etapa de la infección se encargan 

de hidrolizar cadenas cortas de ácidos grasos de la superficie de la cutícula, lo que permite 

una mejor adhesión (Segers et al., 1995). 

 

1.7. La conidiación como respuesta al estrés oxidativo  

Se ha propuesto que una de la causa de la conidiación de hongos filamentosos, sucede por 

la estimulación en los cambios ambientales, como la aireación (Roncal y Ugalde, 2003). Al 

respecto se ha observado que los estados hiperoxidantes, como el dioxígeno, induce la 

citodiferenciación en Neurospora crassa (Hansberg y Aguirre, 1990). De manera habitual, el 
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oxígeno se encuentra en su forma más estable (O2), así el oxígeno es poco reactivo con una 

velocidad de reacción a temperatura fisiológica baja; sin embargo, se pueden producir (en 

cadena respiratoria) una serie de especies químicas que son capaces de dar lugar a 

múltiples reacciones con otros compuestos presentes en el organismo, que llegan a producir 

daño celular. Por lo anteriormente expuesto se comprende que, si bien el oxígeno, es 

imprescindible para el metabolismo y las funciones de los organismos aerobios, no se deben 

olvidar los muchos efectos tóxicos que implica (Venereo-Gutiérrez, 2002). 

 

El estrés oxidativo es un estado provocado en las células por un desequilibrio entre agentes 

oxidantes y la capacidad de los organismos para eliminarlos. Una de las consecuencias del 

metabolismo del oxígeno es la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), como el 

oxígeno singulete (1O2), radical superóxido (
.
O2

-), radical hidroxilo (
.
OH) y el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) (Figura 6). Las especies reactivas de oxígeno son generadas por la 

excitación de las moléculas de ozono (O3), oxígeno singulete y oxígeno o bien, por la 

reducción del radical superóxido, el H2O2 o el radical hidroxilo. El oxígeno molecular se 

genera a través del sistema fotosintético II (FTII) y es reducido en la cadena respiratoria por 

la citocromo oxidasa (COX)(Aguirre et al., 2005). Todas estas especies son muy tóxicas para 

las células. Casi todas las reacciones de transporte de electrones producen pequeñas 

cantidades de estas especies reactivas, en especial el radical superóxido. Si éste no se 

elimina rápidamente a través de la enzima superóxido dismutasa, causará la oxidación de 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (Horton et al., 2008). 

 

O3
O2

1
O2

O2

.-

H2O2

2H2O

Ozono Oxígeno 
singulete

Superoxido

Peróxido de 
hidrógeno

OH
.
 + OH

e-

2H++ e-

e-

H++e-

4H++4e-

FTII COX

 

Figura 6. Mecanismos para la producción de ERO (Aguirre et al., 2005). FT II, sistema 
fotosintético; COX, Citocromo oxidasa. 
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El daño a proteínas en los organismos aerobios sucede debido que la mayoría de las ERO 

generadas en los sistemas biológicos son deficientes de electrones (oxidantes electrofílicos), 

además de que tienden a reaccionar más rápido con cadenas laterales ricas en electrones 

como los residuos de los aminoácidos triptófano, tirosina, histidina, metionina, cisteína y 

fenilalanina. El ataque oxidativo al esqueleto de carbono de un polipétido, por lo general, 

inicia por el ataque de un radical hidroxilo que sustrae un átomo de hidrógeno del carbono 

alfa de un residuo de aminoácido para formar H2O, dejando en la proteína un radical en el 

carbono alfa (Figura 7). El radical centrado recién, formado reacciona rápido con el oxígeno 

singulete para producir un radical alquilperoxil intermediario, el cual puede dar lugar al radical 

alquilperóxido, seguido de la formación de un alcohoxiradical, la cual da lugar al derivado 

hidroxilproteína. Los pasos de esta secuencia de reacciones están significativamente 

mediados por interacciones con radicales hidroxilo o con peróxido de hidrógeno que 

previamente reaccionaron con Cu+ o Fe2+ (Zentella de Piña y Piña, 2008). 
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Figura 7. Oxidación de proteínas mediada por ERO. Modificado de (Zentella de Piña y Piña, 
2008). 
 

Las ERO inician el daño oxidativo en los lípidos de la membrana y los radicales libres de los 

lípidos resultantes propagan el proceso de peroxidación. Lo anterior permite la acumulación 

de hidroperóxidos, que finalmente se descomponen en una variedad de productos 

terminales, en donde los principales son el malondialdehído (MDA), el hexanal, y el 4-
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hidroxinonenal (Zentella de Piña y Piña, 2008). La cuantificación del MDA es un indicador 

que permite evaluar el daño celular provocado por ERO (Esterbauer y Cheeseman, 1990). En 

la Figura 8 se muestra la reacción entre N-metil-2-fenilindol y el MDA. El producto de la 

reacción tiene una absorbancia máxima a 586nm.  

 

H O

OH N

CH3

Ph N

CH3

Ph
N

+

CH3

Ph

+ 2

 

Figura 8. Reacción entre MDA y N-metil-2-fenilindol que puede emplearse para cuantificar 
lipoperoxidación. 
 

1.8. Cadena respiratoria 

La mitocondria genera la mayor parte de la energía de las células animales, así como las 

ERO y en consecuencia estrés oxidativo. La generación de energía ocurre, principalmente, 

durante la fosforilación oxidativa, un proceso en el cual los electrones pasan a través de una 

serie de moléculas transportadoras dispuestas en complejos enzimáticos multiproteínicos 

llamados cadena de transporte de electrones. La cadena de trasporte de electrones está 

formada por cuatro complejos respiratorios (I,II,III y IV) embebidos dentro de la membrana 

interna mitocondrial y por dos tipos de trasportadores de electrones la ubiquinona y el 

citocromo c (Konigsberg-Fainstein, 2008). 

 

El Complejo I llamado NADH, ubiquinona oxidoreductasa o bien NADH deshidrogenasa, 

cataliza la transferencia de electrones desde el NADH hasta la ubiquinona. La ubiquinona es 

soluble en la membrana interna, por lo que se considera un transportador móvil que lleva los 

electrones hacia el complejo III, contribuyendo a la generación del potencial electroquímico 

de protones para sintetizar ATP. El complejo II, denominado, succinato ubiquinona 

oxidoreductasa o succinato deshidrogenasa, es otra vía de entrada de electrones hacia la 

cadena respiratoria, por lo que su función también es reducir a la ubiquinona para que ésta 

transporte electrones hasta el complejo III. En este caso, los electrones provienen de la 

oxidación del succinato a fumarato durante el ciclo de Krebs, puesto que la enzima succinato 

deshidrogenasa se comparte en cadena respiratoria y ciclo de Krebs. En este complejo no se 
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genera potencial electroquímico de protones. El complejo III o ubiquinona: citocromo c 

oxidoreductasa recibe los electrones de la ubiquinona y los transfiere al citocromo c que, a 

su vez, los transfiere al complejo IV; mientras tanto, los electrones se reciclan dentro de la 

enzima gracias a los hemo b, ayudando a generar potencial electroquímico de protones. El 

complejo IV es el citocromo c oxidasa, que cataliza la oxidación de moléculas del citocromo c 

reducido producidos en el complejo III. En las reacciones se incluye una reducción con 

cuatro electrones del oxígeno molecular (O2), para formar agua y traslocar cuatro protones a 

través de la membrana (Horton et al., 2008, Mathews et al., 2002). El potencial 

electroquímico generado por la traslocación de los protones, es utilizado por la enzima 

ATPsintaza  para sintetizar ATP (Figura 9) 

 

 

Figura 9. Transportadores de electrones en la cadena respiratoria (Mathews et al., 2002). 
 

1.9. Tenebrio molitor 

El insecto Tenebrio molitor es un insecto ampliamente usado para evaluar la infectividad de 

algunos hongos entomopatógenos como Beauveria bassiana (Rodríguez-Gómez et al., 

2009) y Metarhizium anisopliae (Shah et al., 2007) debido a su facilidad de cultivo en el 

laboratorio. Este insecto es nativo de Europa, pero actualmente se distribuye en todo el 

mundo. Se considera plaga de las gramíneas, cereales y productos derivados, aunque 

también se alimenta de carne y plumas, debido a su carácter omnívoro (Ramos-Elorduy et 
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al., 2002). Puede llegar a ocasionar pérdidas económicas, puesto que ataca alfombras, 

pieles, y madera (Street, 1999). Es un insecto comúnmente utilizado como modelo de 

estudio de interacciones con hongos entomopatógenos, tanto en el estadio larval como en su 

estadio adulto (Rodríguez-Gómez et al., 2009; Shah et al., 2007), debido a su fácil 

reproducción y sobrevivencia en condiciones de laboratorio. Tenebrio molitor tiene cuatro 

estadios: huevo, larva, pupa y adulto. Los adultos son alargados (13-16 mm), de forma 

ovoide y ligeramente plana, color negro rojizo, la cabeza es ancha y redondeada. La larva es 

de color amarillo a rojizo y llegan a medir hasta 32 mm (Street, 1999). La clasificación 

taxonómica de Tenebrio molitor es la siguiente (Catalogue of life: 2009, Annual checklist): 

 

Reino: Animalia 

Phylum: Artrópoda 

Clase: Insecta 

Orden: Coleóptera  

Familia: Tenebrionoidae 

Género: Tenebrio 

Especie: molitor 
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2.- ANTECEDENTES 

El hongo Metarhizium anisopliae es considerado como una alternativa para el control de 

insectos plaga en cultivos agrícolas. La mayor limitante para su uso como agente de control 

biológico es la producción de biomasa y conidios en sustratos artificiales a gran escala (Sun 

y Liu, 2006).  En recientes estudios se han optimizado medios de cultivo para la producción 

de conidios de Metarhizium anisopliae, algunos se basa en el uso de sustratos naturales 

como el bagazo de caña de azúcar (Arzumanov et al., 2005), arroz, sorgo y cebada (Prakash 

et al., 2008), e incluso, en cadáveres de insectos como Coptotermes formosanus (Sun et al., 

2002). También se han probado medios de cultivos como Agar Papa Dextrosa (PDA), 

suplementado con extracto de levadura (Kamp y Bidochka, 2002; Shah et al., 2005; Rangel 

et al., 2006), el medio Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) suplementado con extracto de 

levadura (Sun et al., 2002), y el Agar Extracto de Malta (AEM) (Kamp y Bidochka, 2002). De 

la misma manera, se han evaluado las condiciones de cultivo sólido, así como el contenido 

de humedad y el pH en los sustratos (Arzumanov et al., 2005; Prakash  et al., 2008), además 

pH de cultivos líquidos para la producción de blastosporas de Metarhizium flavoviride (Issaly 

et al., 2005). Con todo esto se ha logrado obtener mayor cantidad de conidios o 

blastosporas, pero su calidad ha sido poco estudiada.  

 

También se ha estudiado el efecto de la aireación sobre la producción de conidios (conidios 

g-1 de sustrato) de Metarhizium anisopliae var. acridum, observando que dicha variable no 

aumenta la producción de los conidios (Arzumanov et al., 2005). Sin embargo, el incremento 

del oxígeno disuelto sobre la producción de blastosporas de M. flavoviride en cultivo líquido 

sí mostró un efecto positivo comparado con un medio no regulado (Issaly et al., 2005). Los 

organismos aeróbicos, como M. anisopliae, utilizan oxígeno para la respiración y obtención 

de energía, teniendo que enfrentarse a la toxicidad de las especies reactivas de oxígeno 

(ERO) (Angelova et al., 2005). Las ERO se generan bajo la influencia de factores internos y 

externos como: luz y temperaturas elevadas, radiación ionizante, cambios en la composición 

de la atmósfera y presión osmótica del medio (Belozerskaya y Gessler, 2006). Al respecto, 

Hansberg y Aguirre (1990), propusieron la hipótesis de que los estados hiperoxidantes 

inician los eventos de diferenciación celular en Neurospora crassa. 
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En sistemas de producción a mayor escala, es posible la acumulación de CO2 como 

producto metabólico, en especial en cámaras de producción de conidios por cultivo sólido. El 

efecto del CO2 (acumulado o inyectado) se ha estudiado de forma limitada con estos 

procesos, aunque sí hay reportes de cómo se potencia la velocidad de muerte sobre insectos 

de Tribolium castaneum infectados con Beauveria bassiana, cuando  se incubaron con bajas 

concentraciones de oxígeno (16%) y altas concentraciones de dióxido de carbono (40%) 

(Lord, 2009). 

 

Pocos trabajos han abordado el tema de estrés oxidativo en hongos entomopatógenos. A 

pesar de esto, Sowjanya Sree y Padmaja, (2008) relacionaron el estrés oxidativo con una 

mayor producción de micotoxinas de M. anisopliae contra larvas de Spodoptera litura. Por su 

parte, Wang et al. (2008) relacionaron una proteína osmosensora (que interfiere en la 

sensibilidad a la presión osmótica) MOS1 y el estrés oxidativo provocado por el peróxido de 

hidrógeno. En N. crassa, un organismo que no es entomopatógenos, se estudió la oxidación 

del glutation y NADPH observando que ocurre justo al inicio de la conidiación (Toledo et al., 

1995). Sin embargo, no existen trabajos que hayan relacionado el posible estrés oxidativo en 

una atmósfera rica en oxígeno con lo conidiación de Metarhizium anisopliae. 

 

Existe evidencia de que los insectos en poblaciones de alta densidad invierten más recursos 

inmunológicos en la resistencia a patógenos comparado con aquellas poblaciones de baja 

densidad. Tales aumentos en la resistencia son acompañados, a menudo, por melanización 

de la cutícula, que es característico en las poblaciones de alta densidad. La resistencia del 

insecto hacia el patógeno involucra un sistema enzimático de fenoloxidasas. En este sentido, 

Wilson et al. (2001), examinaron el papel entre la resistencia, melanización y la actividad de 

las fenoloxidasas en larvas del género Spodoptera. Los resultados mostraron una relación 

positiva entre la melanización y resistencia a la enfermedad y la participación de 

fenoloxidasas. Las enzimas fenoloxidasas juegan un papel importante en la defensa de los 

insectos, cuando éstos son infectados por algún microorganismo, estas enzimas oxidan 

sustancias como tirosina, dopa y dopamina, formando capas de melaninas en las células de 

los insectos rodeando a los microorganismos hasta encapsularlos y posteriormente provocar 

su muerte (Asano y Ashida, 2001). En el gusano de la seda, Bombyx mori, se ha logrado 

purificar dos fenoloxidasas obtenidas de extractos de cutícula y de la hemolinfa, las 

isoformas presentaron masas moleculares de 71 y 142 KDa y la capacidad de oxidar 
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compuestos como o-difenoles y p-difenoles, dichas isoformas pueden estar implicados en 

mecanismos de defensa (Asano y Ashida, 2001).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

Los hongos entomopatógenos son organismos capaces de provocar enfermedades en 

insectos. Esta particularidad ha permitido usar a los hongos como agentes de control 

biológico para disminuir poblaciones de insectos-plaga. En especial, Metarhizium anisopliae, 

tiene la característica de controlar plagas que afectan cultivos agrícolas en México.  

 

Una de las limitaciones que presenta el control biológico de insectos-plaga con hongos 

entomopatógenos es la producción masiva de conidios. Además, se requiere que los 

conidios producidos cumplan con características que permitan una alta eficiencia en la 

infección lo cual están directamente relacionados con su calidad. Algunos de los criterios que 

se han asociado a la calidad de los conidios, son el porcentaje de germinación, la 

hidrofobicidad y la infectividad. Hasta el momento se han realizado trabajos donde se ha 

logrado incrementar el rendimiento de conidios; sin embargo, los parámetros de calidad no 

se han evaluado. En otros casos, se ha visto que la calidad disminuye cuando se producen 

conidios en medios artificiales. También se ha observado que las atmósferas modificadas 

permiten una producción elevada de blastosporas de Metarhizium anisopliae en cultivos 

sumergidos. 

  

Considerando los antecedentes, en este trabajo se pretendió seleccionar un medio de cultivo 

que permitiera una alta producción de conidios de Metarhizium anisopliae empleando 

sustratos naturales. Una vez seleccionado el medio de cultivo, se evaluó el efecto de la 

composición de las atmósferas gaseosas sobre la producción de conidios y su calidad. Con 

esto se buscó evaluar parámetros de calidad no reportados para este hongo, que durante un 

cultivo sólido sobre sustratos naturales, sería difícil estimar. Por otra parte, es sabido que el 

estrés oxidativo es uno de los factores que afecta la producción de esporas en la mayoría de 

los hongos, sin embargo, para hongos de interés en el control biológico está poco 

documentado. 
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4. HIPÓTESIS 

La modificación de la concentración de O2 y CO2 en la atmósfera gaseosa de cultivos de 

Metarhizium anisopliae afectará la producción de conidios y su calidad. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Estudiar el efecto de la composición de la atmósfera gaseosa sobre la productividad, 

rendimiento y calidad de los conidios de Metarhizium anisopliae cuando éstos se 

producen en un medio de cultivo natural previamente seleccionado.  

 

5.2. Objetivos específicos 

 Identificar el aislamiento de Metarhizium anisopliae a través de técnicas de 

biología molecular. 

 Seleccionar el mejor medio de cultivo para el crecimiento y producción de 

conidios de Metarhizium anisopliae. 

 Evaluar el efecto de distintas concentraciones de O2 y CO2 sobre los parámetros 

y rendimientos de crecimiento de Metarhizium anisopliae con el medio 

seleccionado. 

 Determinar la calidad de los conidios obtenidos en los cultivos con 

concentraciones modificadas de O2 y CO2. 

 Determinar el daño a las membranas de Metarhizium anisopliae provocado por 

estados oxidantes. 

 Evaluar la enzima catalasas en micelio y conidios de Metarhizium anisopliae 

como respuesta antioxidante provocada por la atmósfera oxidante. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

En la Figura 10 se muestra el diagrama de flujo para la producción de conidios de 

Metarhizium anisopliae en cultivos con concentraciones modificadas de O2 y CO2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama de bloques de la estrategia experimental 
  

Determinación del medio de cultivo para la producción 
de conidios de Metarhizium anisopliae. 

Cinéticas de crecimiento y producción de conidios 
Metarhizium anisopliae en distintas atmósferas 

Comparación entre los tratamientos 
de atmósfera normal y rica en 
oxígeno (sobreproductora de 
conidios) 

Caracterización del cultivo: 

Actividad Catalasa 

Determinación del deño celular provocado por 
estados oxidantes 

Cosecha de conidios en el punto 
máximo de producción 

Evaluación de los parámetros de 
calidad de los conidios: 

Hidrofobicidad 

Porcentaje de germinación 

Resistencia al peróxido de hidrógeno 

Infección de larvas y adultos de 
Tenebrio molitor 
 

Identificación molecular del aislamiento 
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6.1. Microorganismo.  

El aislamiento de Metarhizium anisopliae que se ocupó en este trabajo proviene del 

laboratorio de la Dra. Raquel Alatorre del Colegio de Posgraduados en Montecillo, Estado de 

México. El aislado ha sido probado contra chapulines, grillos y otros insectos. El hongo 

Metarhizium anisopliae se mantuvo en glicerol al 20% a -20°C. Se inoculó en un medio que 

contenía cutícula de chapulín según Barranco-Florido et al. (2005) con la intención de 

reactivar la cepa, posteriormente se desarrolló sobre Agar Maltosa Sabouraud (AMS) con 0.5 

g l-1 de desoxicolato de sodio a una temperatura de 28°C por siete días para obtener una 

colonia. El cultivo mono colonia de Metarhizium anisopliae se creció sobre Agar Papa 

Dextrosa (PDA) por siete días a 28º C. El inóculo se obtuvo por arrastre de los conidios de la 

superficie del agar con una solución Tween 80 al 0.01% y éste se usó en cada experimento. 

 

6.2. Identificación del aislado de Metarhizium anisopliae 

La identificación molecular del aislado se realizó a través de la amplificación del fragmento 

de DNA comprendido entre las regiones que codifican para los genes ribosomal 18S y 28S 

bajo la siguiente metodología. Se obtuvo micelio crecido en un medio de cultivo líquido 

glucosa Sabouraud al 4%. El micelio de siete días de edad se filtró a través de papel filtro 

Whatman No 1 y posteriormente se liofilizó. El producto liofilizado se maceró en un mortero 

con nitrógeno líquido durante 5 min.  

 

La extracción del DNA genómico se realizó usando un kit de extracción (DNA Purification Kit 

Wizard ® Genomic Promega: num. Cat. A1120). La amplificación del fragmento de DNA se 

realizó a través de PCR con cebadores generales ITS5 e ITS4b, utilizando 30 ciclos de 

desnaturalización (94º C durante 45 s), hibridación (55º C durante 1 min) y polimerización 

(72º C durante 45 s). La secuencia de los cebadores generales para hongos fueron las 

siguientes: ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4b (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (León-Santiesteban et al., 2008). 
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6.3. Análisis porcentual de los sustratos 

Los sustratos empleados en este estudio (arroz, avena y peptona de carne) fueron 

analizados en su composición porcentual de C, N y H. La avena y el arroz fueron molidos 

hasta un tamaño de partícula menor a 0.25 mm, mientras que las harinas y la peptona fueron 

deshidratadas durante 24 h en una estufa a 60° C.  

 

La composición elemental de los sustratos se determinó en un analizador Series II 2400 

CHNS/O (Perkin Elmer, Boston, USA). Este equipo está provisto de dos columnas, la 

primera utilizó una temperatura de combustión de 925°C y en la segunda se usó una 

temperatura de reducción de 640°C. El gas acarreador fue helio y la detección de los 

compuestos se realizó con un detector de conductividad térmica. La calibración se realizó 

con un estándar de cisteína. Las muestras se pesaron (1.5-3 mg) en una microbalanza de 

alta precisión. Los resultados se expresaron en porcentaje (%) de cada compuesto referido a 

la materia seca de la muestra. 

 

6.4. Selección del medio de cultivo 

Se analizaron los medios de cultivo sobre agar suplementados con harinas de arroz o avena 

como fuentes principales de carbono. Se evaluó el efecto de la peptona de carne (Bioxon) 

sobre la producción de los conidios en los medios. Los cuatro medios fue (g L-1): (a) arroz 

(33,3); (b) avena (33,3); (c) arroz (33.3) con peptona de carne (10) y (d) avena (33.3) con 

peptona de carne (10). La relación C/N teórica para cada medio fue: 20.46, 15.71, 6.85, y 

5.73, respectivamente. Todos los medios contenían 15 g L-1 de agar bacteriológico (Bioxon). 

El pH inicial fue ajustado a 7.  

 

Las unidades experimentales fueron botellas serológicas (Wheaton) de 120 mL de 

capacidad, adicionadas con 10 mL de medio de cultivo e inoculadas con 1X107 conidios 

botella-1 (6.9X105 conidios cm-2). Las unidades experimentales se incubaron a 28º C durante 

siete días.  
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Los conidios obtenidos después de siete días se cosecharon por lavado de la superficie con 

una solución Tween 80 al 0.01%. El conteo de los conidios se realizó en una cámara de 

Neubauer. 

 

6.5. Efecto del las atmósferas sobre la producción de los conidios.  

Con la finalidad de evaluar el efecto de la composición de la atmósfera gaseosa sobre el 

rendimiento y calidad de los conidios, el hongo Metarhizium anisopliae fue crecido sobre el 

medio (d). Para lo anterior, se analizaron cuatro tratamientos con atmósferas modificadas, 

cuya composición, según el proveedor Praxiar (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Composición porcentual de las atmósferas utilizadas en cada tratamiento. 
 

Tratamiento 
Proporción O2/CO2 

(%) 

% de oxígeno % de bióxido de 
carbono 

 

21/0 20.9 0.05 

26/0 26 0 

21/ 5 21 5 

16/ 5 16 5 

 

En el primer tratamiento (normal) las botellas serológicas fueron tapadas con tapones de 

algodón para permitir el intercambio gaseoso desde el inicio hasta el fin de la cinética. El 

resto de tratamientos (26/0, 21/5 y 16/5) se iniciaron con una atmósfera normal (21/0) con 

tapones de algodón y a partir de las 60 h de cultivo (fase preestacionaria), se modificaron las 

atmósferas hasta el final del mismo.  Las atmósferas se modificaron de la siguiente manera: 

durante la fase preestacionaria, a las botellas se le cambiaron los tapones de algodón por 

tapones herméticos de goma, en condiciones de esterilidad. En cada tratamiento con 

atmósferas modificadas se hizo pasar un flujo (20 cm3 s-1) a través de la unidad experimental 

durante un minuto. El recambio de atmósfera se realizó cada 24 h. La toma de muestras en 

las cinéticas para todas las atmósferas se realizó cada 12 h hasta el final del cultivo (156 h). 
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Con la intención de verificar que los tratamientos no tuvieran fuga de gases, se utilizó un 

control que consistió en el mismo tratamiento que la atmósfera Normal y después (a las 60 h) 

se cambiaron los tapones de algodón por los septos de goma y cada 24 horas, se realizó el 

recambio de atmósfera con aire comprimido estéril. 

 

6.5.1. Cuantificación de CO2 acumulado en las unidades experimentales 

Se determinó la acumulación del bióxido de carbono a través de cromatografía de gases en 

las botellas serológicas 24 horas después de cada recambio en todos los tratamientos. La 

determinación se realizó en un cromatógrafo de gases (Gow Mac Instrument CO., 

Bethlehem, Pa, USA, Series 580) con un detector de conductividad térmica (TCD) y una 

columna Alltech (Packing: Carbosphere™, 80/100, 6ft X 1/8” o.d., SS) bajo las siguientes 

condiciones de operación: 

 Gas acarreador: Helio. 

 Flujo: 20 mL min-1. 

 Temperatura de la columna: 140° C. 

 Temperatura del detector: 190° C. 

 Temperatura del inyector: 170° C. 

 Presión: 40 psi. 

 Polaridad: 120 mA. 

 

Se realizó una curva de 0% a 25% de CO2. Ver anexo 1.  

 

6.5.2. Determinación de biomasa 

 La biomasa (X) se determinó por diferencia de peso seco. Posterior a la cosecha de los 

conidios a las botellas se le adicionaron 20 mL de agua destilada y se calentaron en un 

horno de microondas (Mabe, Litton) durante 30 s. Se filtró a  través de papel filtro (Whatman 

No 1) utilizando una bomba de vacío. El sólido recuperado se lavó con 40 mL de agua en 

ebullición para eliminar restos de agar. El papel filtro con la biomasa se deshidrató a 60º C 

durante 24 h para determinar el peso seco. La biomasa se reportó como miligramos de 

biomasa seca por unidad de área del agar (mg X. cm-2). 
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6.5.3. Parámetros de crecimiento 

La evolución del crecimiento en base seca ( )(tXX  ) fue analizada a través de la ecuación 

logística (2) o de Velhurst-Pearl (Hardin, 1945). 
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donde,   es la velocidad específica máxima de crecimiento y maxX  es la biomasa máxima. 

La solución de la ecuación logística (1) es: 
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donde, 0XX  ; el valor inicial de la biomasa.  

 

Los parámetros de la ecuación anterior se ajustaron por la minimización del error cuadrático 

con la herramienta “Solver” de la hoja electrónica de Excel (Microsoft). 

 

6.5.4. Cosecha y cuantificación de los conidios 

Los conidios (C) fueron considerados como la principal variable de respuesta del efecto de 

las distintas atmósferas analizadas. Éstos se cosecharon por lavado de la superficie con una 

solución Tween 80 al 0.01% y se contaron en cámara de Neubauer. Se reportaron como 

conidios por  unidad de área de la superficie del agar (conidios cm-2). 

 

6.5.5. Cálculo del rendimiento de los conidios y productividad 

El rendimiento de los conidios respecto a la biomasa (YC/X) se obtuvo graficando la relación 

entre C (conidios cm-2) y X (mg cm-2) contra el tiempo de cultivo. El máximo de la función 

obtenida, se consideró como el rendimiento en cada tratamiento. La productividad se 
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determinó relacionando el rendimiento con el tiempo en el cual se observó el valor máximo 

del rendimiento (P=YC/X/tiempo de cultivo). 

 

6.6. Determinación de parámetros de calidad de los conidios 

6.6.1. Porcentaje de germinación 

A los conidios cosechados en el tiempo de máxima producción (156 h) se les determinó el 

porcentaje de germinación (G). Sobre un portaobjetos se colocó, en condiciones de asepsia, 

una gota de la solución en ebullición de 1.5% de agar-agua (Samuels et al., 1989). Se dejó 

enfriar por aproximadamente 5 min y se colocó 100 l de una suspensión de esporas, cuya 

concentración fue de 1X106 con mL-1. El portaobjetos se colocó sobre un disco de papel filtro 

humedecido dentro de una caja Petri y se incubó a 28º C durante 18 h.  

 

Se observó al microscopio y se determinó el porcentaje de germinación. Se consideró un 

conidio germinado cuando el tubo germinativo fue mayor o igual al diámetro del conidio sin 

germinar (Safavi et al., 2007).  

 

También se evaluó, como técnica alterna, la viabilidad de los conidios. Para lo anterior, en un 

medio AMS con 0.5 g l-1 de desoxicolato de sodio, se sembraron en césped 200 conidios 

obtenidos de cada tratamiento. Después de siete días se contaron las colonias formadas y 

se reportaron como el porcentaje de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). 

 

6.6.2. Hidrofobicidad relativa de la superficie de los conidios 

La hidrofobicidad de la superficie de los conidios (H) fue determinada por exclusión de fases 

entre la fase acuosa y un disolvente (Shah et al., 2007). El disolvente orgánico usado fue el 

n-hexadecano (Sigma). Los conidios de Metarhizium anisopliae cosechados de cada 

tratamiento fueron suspendidos en una solución de KNO3 0.1M, con una concentración final 

de conidios de 1X107 conidios mL-1. La densidad óptica de la suspensión fue determinada a 

660 nm usando un espectrofotómetro (Beckman DU-640, USA) y ésta fue referida como 

totalOD . En un tubo de ensayo se transfirieron 3 mL  de la suspensión de conidios, se 

adicionó 1 mL de n-hexadecano y se agitó durante 20 s. Después de 30 min, la fase orgánica 
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fue removida con una pipeta Pasteur y a la fase acuosa se le determinó la densidad óptica, 

referida como acOD . La hidrofobicidad relativa fue calculada con la ecuación 3. 

 


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


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total
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OD

OD
H 1100 ……………………………………….  (3) 

 

donde, totalOD
 
y 

acOD   representan los valores de las densidades ópticas de la muestra 

inicial y la de la fase acuosa después del tratamiento, respectivamente (Shah et al., 2007). 

 

6.7. Bioensayo 

Los conidios obtenidos a las 156 h (producción máxima) de cultivo en cada una de las 

atmósferas estudiadas  fueron utilizados de manera separada para infectar adultos de 

Tenebrio molitor. Los insectos fueron sumergidos durante 3 s (larvas) y 15 s (adultos) en una 

suspensión de conidios, cuya concentración fue de 1x108 conidios mL-1. El control del 

experimento se hizo utilizando una solución al 0.01% de Tween 80.  

 

Las unidades experimentales fueron cajas de Petri con 12 insectos, con hojuelas de avena 

estéril como alimento. Las cajas fueron incubadas a 28°C con un fotoperiodo de 12 horas de 

oscuridad y 12 horas de iluminación, con una humedad relativa del 75%. El bioensayo se 

monitoreó durante 7 d con cuatro replicas por cada tratamiento. La mortalidad fue registrada 

cada 12 h y los insectos muertos se transfirieron a cámaras húmedas para observar el 

crecimiento del hongo sobre el cadáver y confirmar la muerte por la infección (Shah et al., 

2005). El tiempo letal 50 (TL50) fue estimado graficando la mortalidad acumulada contra el 

tiempo. Los datos fueron modelados a través de la función exponencial siguiente (4). 
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donde Y , es el porcentaje de sobrevivencia en el tiempo t ; k , es la tasa específica de 

muerte (d-1); 0t , es el tiempo de retardo de muerte, es decir, el tiempo en el cual la población 

de insectos comienza a morir después de la infección(d), S , es el nivel (%) de sobrevivencia 

asintótica. Este modelo corresponde a una ecuación diferencial de primer orden que indica el 

tiempo de retardo de muerte con la condición inicial: SY  ; para t  (Rodríguez- 

Gómez et al., 2009). 

 

6.8. Efecto del peróxido de hidrógeno sobre la viabilidad de los conidios 

Se evaluó la resistencia de los conidios al peróxido de hidrógeno (H2O2) con la finalidad de 

conocer si las atmósferas modificadas conferían distintos grados de viabilidad. Los conidios 

cosechados a las 156 h de cultivo de cada tratamiento (producción máxima) se incubaron en 

una solución de 25 mM de H2O2 durante diversos tiempos de exposición.  Se realizó 

previamente una curva dosis-respuesta y ésta fue la concentración adecuada. Los tiempos 

de exposición fueron desde 2 a 20 min. Después de la exposición al H2O2, 50 L de una 

suspensión de 1.5X103 conidios mL-1 se sembraron en césped sobre una superficie de agar, 

con medio AMS adicionado con 0.5 gL-1 de desoxicolato de sodio. Después de siete días de 

incubación a 28° C se contaron las colonias formadas. El control de cada tratamiento 

consistió en conidios suspendidos en agua estéril. La estimación de los parámetros de 

resistencia al peróxido de hidrógeno sobre la viabilidad (v) fueron estimados mediante una 

función definida por partes, la primera parte se ajusta a una función cuadrática en el intervalo 

       y la otra parte se ajusta a una función diferencial de decaimiento de primer orden 

en el intervalo     , ecuación 5. 

 

      
                

            
 …………………………………………………………………..(5) 

 

donde, f(t) es el porcentaje de viabilidad de los conidios expuestos a peróxido de hidrógeno 

en el tiempo t; a ,b y A0 son los coeficientes de la ecuación cuadrática, A es el porcentaje de 

conidios viables en el tiempo mayor que ti (el límite por la derecha de la función cuadrática y 

el límite por la izquierda de la función diferencial) y  es la tasa específica de decaimiento de 

la viabilidad de los conidios. 
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La interpretación de los coeficientes a y b de la ecuación cuadrática se pueden ver en 

términos de la primera deriva de la función,                que representa la rapidez 

instantánea de inducción en la viabilidad provocada por H2O2 25 mM en el tiempo t cuando la 

pendiente es positiva. Cuando la pendiente toma valores negativos representa la velocidad 

en la pérdida de viabilidad de los conidios. 

 

6.9. Obtención del extracto crudo enzimático intracelular 

Con el fin de evaluar si la atmósfera oxidante (26/0) provoca daño celular a micelio y conidios 

de Metarhizium anisopliae (específicamente a las membranas) o alguna respuesta 

antioxidante como enzimas catalasas, se obtuvo el extracto crudo enzimático (ECE) 

intracelular. Éste se consideró al producto de maceración del micelio con conidios. Para ello, 

en cada punto de la cinética en los tratamientos de las atmósferas normal y 26 % de 

oxígeno, se cortaron cuatro cilindros de agar con micelio y esporas usando un horadador de 

8 mm de diámetro, éstos se colocaron dentro de un Eppendorf de 2 mL con 0.3 g de perlas 

de vidrio (Glasperlen 31/8 B. Braum Biotech International GmbH) y 1 mL de buffer de 

fosfatos (50 mM, pH 7.5). El tubo Eppendorf se colocó dentro del equipo de maceración de 

células (Mini-Beadbeater™ Bioespec Products) y se inició un ciclo de 30 s a 42,000 rpm. El 

producto de la maceración se centrifugó a 10,000 rpm a una temperatura de 4°C durante 10 

min. El sobrenadante se pasó a otro tubo Eppendorf y se le agregó 10 L de una dilución 

1:1000 de una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma P2714). 

 

6.10. Determinación del malondialdehído como indicativo del daño celular provocado 

por ERO 

La determinación del MDA es una técnica empleada para evaluar el daño celular provocado 

por ERO como producto de la lipoperoxidación. Con el fin de relacionar la alta conidiación 

observada en el tratamiento 26/0 y el estrés oxidativo, se evaluó el daño celular en este 

tratamiento y se comparó con el tratamiento normal (21/0). Para esto, se usó el ECE y un kit 

comercial (Biomol, International Inc.). El kit se fundamenta en la reacción de un agente 

cromogénico, el N-metil-2-fenilindol, con el MDA a 45°C. Una molécula de MDA reacciona 

con dos de N-metil-2-fenilindol para formar un cromóforo estable que se cuantifica por 
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espectrofotometría a 586 nm (Esterbauer y Cheeseman, 1990). Se realizó una curva de 

calibración de concentración de MDA (M) versus absorbancia cuya concentración iba desde 

0-5 nMoles de MDA hasta 4 nMoles. Ver anexo 2. 

 

6.11. Determinación de la actividad catalasa 

Debido a que no se observó daño celular provocado por la atmósfera oxidante, se buscó una 

explicación a la ausencia de daño celular provocado por la atmósfera oxidante, mediante la 

actividad de alguna de las enzimas antioxidantes como la catalasa. Para ellos se determinó 

la actividad catalasa monitoreando la descomposición de H2O2 a través del 

espectrofotómetro a 240 nm durante la cinética de crecimiento en los tratamientos: atmósfera 

normal y con 26% de oxígeno. El sustrato de la reacción enzimática fue una solución de 

peróxido de hidrógeno al 25 mM en buffer de fosfatos (50 mM, pH 7.4). La mezcla de 

reacción contenía 900 l de sustrato y 100 l de ECE intracelular. Se obtuvo la pendiente de 

la descomposición del H2O2 respecto al tiempo transformando la absorbancia a micromoles 

de peróxido descompuesto usando el coeficiente de extinción molar 43.6 M-1cm-1. El tiempo 

de reacción fue de un minuto con intervalos de 10 s. Una unidad catalasa se consideró como 

la cantidad de enzima que descompone 1 mol de peróxido de hidrógeno durante un minuto 

a 25° C (Nagy et al., 1997). 

 

6.12. Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos de cada experimento fueron analizados usando tres o cuatro 

repeticiones por condición. Los datos se expresaron como la media de las repeticiones con 

su respectiva desviación estándar (±.D.S). Los datos fueron analizados a través del análisis 

de varianza (ANOVA) usando la prueba de diferenciación de medias de Tukey con un grado 

de significancia de <0.05. Se usó el programa estadístico SPSS versión 12.0.  
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7. RESULTADOS Y DISCUSION 

7.1. Identificación del aislado Metarhizium anisopliae 

La identificación del microorganismo usado en este estudio fue a través de la amplificación 

del DNA con los cebadores descritos (ver Materiales y Métodos, apartado 6.2). El producto 

de la amplificación del DNA fue de 550 pares de bases (pb) que comprende el genoma de 

Metarhizium: la secuencia parcial del gen 18S-rDNA, el espacio transcrito interno 1 (ITS1, 

por sus siglas en inglés), el gen completo de 5.8S-rDNA, el espacio transcrito interno 2 

(ITS2) y la secuencia parcial del gen 28S-rDNA (Figura 11). El producto de PCR 

secuenciado fue comparado con las secuencias de hongos publicadas a través del programa 

de búsqueda de homología nucleótido-nucleótido BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Éste mostró una identidad con los 550 nucleótidos del 

96% con Metarhizium anisopliae var lepidiotum. Esta secuencia se incluyó a la base de datos 

del National Center for Biological Information (NCBI) con el número de acceso FJ876298. La 

secuencia obtenida con los cebadores ITS5 e ITS4b (León-Santiesteban et al., 2008) fue: 

CAAAGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGAGATCATTATCGAGTTCTGAAAAAACTCCCAACCCCT

GTGAACTATACCTGTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTCGTGCCCGCCGGGGGACCCAAACCTTCT

GAATTTTTAAGTATCTTCTGAGTGGTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG

TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT

TACGCCCCTCAAGTCCCCCGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCGCTGTCTTTTCAGCACG

CCGCCCCCGAAATTTATTGGCGGTCTCGCCGCGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGC

AACAGGAGCCCGGCGAGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCGACTTTTTACAGTTGACCTCGAATCAG

GTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA 

 

 

Figura 11. Mapa de producto de PCR en el genoma de Metarhizium anisopliae. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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En recientes estudios se ha tenido la necesidad de recurrir a la identificación de los 

microorganismos a través de técnicas de biología molecular como la comparación de los ITS. 

Según Bischoff et al. (2006), no es suficiente la caracterización taxonómica de Metarhizium a 

través de la morfología y morfometría de los conidios, pues se han observado formas 

similares de conidios y fialides en Metarhizium frigidum y M. anisopliae. Otro método que se 

ha usado para identificar hongos entomopatógenos, particularmente M. anisopliae var 

acridum, son los bioensayos con hospederos específicos, sin embargo, las condiciones del 

bioensayo, como la temperatura y la humedad, pueden alterar los resultados (citado por Entz 

et al 2005). En un estudio realizado por Driver et al (2000), basado en el análisis de rDNA 

ITS1-5.8S-ITS2, reconoce tres especies de Metarhizium y seis variedades distribuidas en 10 

clados (unidades de clasificación taxonómica). En el clado 8 se reconoce a  Metarhizium 

anisopliae var lepidiotum. Sin embargo, Bischoff et al. (2009), sugiere que esta cepa sea 

reconocida como Metarhizium lepidiotae, lo que implica un cambio en la especie y no en la 

variedad como se había sugerido anteriormente. En otro estudio realizado por Entz et al 

(2005), utilizando PCR y cebadores específicos permitieron discriminar otras variedades de 

la especie anisopliae distintas de acridum. Esta técnica resultó útil para identificar M. 

anisopliae var acridum a partir de insectos infectados y suelo debido a su alta sensibilidad 

(Entz et al, 2005).  

 

7.2. Análisis de la composición elemental de los sustratos 

Los sustratos empleados en este trabajo fueron analizados en su composición porcentual de 

los elementos C, H y N. Los resultados se muestran en la Tabla 2 donde se observa que los 

sustratos tienen alrededor de 40% de C (fuente principal de C) y que la peptona de carne 

(fuente de N) tiene el 12 % de nitrógeno.  

 
Tabla 2. Composición elemental porcentual de los sustratos empleados en base seca. 

Sustrato Carbono 
(%) 

Hidrógeno 
(%) 

Nitrógeno (%) Elementos no 
determinados (%) 

 

Arroz 40.58 7.28 1.56 50.58 

Avena 43.24 7.23 2.08 47.45 

Peptona 40.09 6.73 12.82 40.36 
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A partir de la composición elemental de los sustratos, se calculó la relación C/N para los 

cuatro medios estudiados. También se muestra la relación C/N teórica que se obtuvo con 

base en los datos proporcionados en la ficha técnica de los productos. Los resultados se 

muestran en la Tabla 3. El efecto de las distintas relaciones C/N se discutirán en el apartado 

siguiente. 

 

Tabla 3. Relación C/N de los medios estudiados. 

Medio de cultivo Relación C/N real Relación C/N teórica 

Arroz 26.01 20.46 

Avena 20.78 15.71 

Arroz-Peptona 9.72 6.85 

Avena-Peptona 9.32 5.73 

 

7.3. Selección del medio de cultivo 

En la Figura 12 se muestra la producción de conidios de M. anisopliae en función del medio 

de cultivo. Se observó que el tipo de sustrato es un factor determinante para la producción 

de conidios después de siete días de incubación, donde la Avena fue 3 veces mejor sustrato 

para la producción de los conidios, comparado con el medio con Arroz. También se observó 

que la adición de peptona, como fuente de N, en cualquiera de los sustratos favoreció la 

producción de los conidios. El mayor de los incrementos en la producción de conidios debido 

a la adición de la peptona se observó cuando se usó como sustrato la harina de arroz, 

observando hasta un 280% más conidios respecto al medio sin peptona, consiguiendo 

valores similares a los obtenidos con el medio cuya composición fue únicamente avena. La 

adición de peptona al medio de avena (Avena-Peptona) permitió un incremento del 50% con 

respecto al medio sólo con avena, sin embargo, éste fue el mejor medio para la producción 

de conidios. En este último medio de cultivo, la relación C/N fue de 9.32, valor similar al 

obtenido con el medio de Arroz-Peptona (9.72), sin embargo, la diferencia entre estos 

medios de cultivos en cuanto a la producción de conidios fue del 50%.  
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Figura 12. Producción de conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum en los medios 
de arroz o avena con y sin peptona. Los valores de las columnas con la misma letra no 
mostraron diferencias significativas entre sí (p>0.05). 

 

En estudios similares, Prakash et al. (2008), evaluaron distintos sustratos como el arroz, 

cebada y sorgo sobre la producción de conidios de Metarhizium anisopliae, observando que 

el mejor sustrato fue el arroz. En este mismo estudio observaron que con bajas 

concentraciones de extracto de levadura (0-0.5%), la producción de conidios fue baja, y que 

las concentraciones óptimas, de la fuente de nitrógeno, para la producción de conidios de 

Metarhizium anisopliae en arroz, cebada y sorgo fue de 1.45, 2.21 y 1.54 %, 

respectivamente. También se ha informado que una relación C/N de 35 es óptima para la 

producción de conidios sobre cultivos superficiales de Metarhizium anisopliae de los aislados 

V245 y V275, éste valor es similar al medio ADS (Shah et al., 2005). En contraste,  Issaly et 

al. (2005), observaron que con una relación C/N de 1.6  se obtuvieron altos niveles de 

blastosporas de Metarhizium anisopliae var acridum Mf189 (antes M. flavoviride) en cultivo 

líquido, cuyas fuentes de carbono y nitrógeno fueron sacarosa y extracto de levadura. 

También se han observado altos rendimientos de conidios, cuando la relación C/N es 

alrededor de 10, similares a los obtenidos en nuestro trabajo, no sólo para Metarhizium 
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anisopliae, sino también para Beauveria bassiana e Isaria fumosorosa (=Paecilomyces 

fumoso-roseus) (citado por  Shah et al., 2005). 

 

La producción de conidios en distintas especies de hongos entomopatógenos se ve afectado 

por diversos factores, entre ellos los nutricionales. Aunque no se muestra una respuesta 

clara con respecto a la relación C/N, algunos autores coinciden que los valores óptimos 

están alrededor de 10. Con los resultados obtenidos en este trabajo se apoya la idea de que 

los valores de C/N cercanos a 10 permiten obtener mejores rendimientos. Sin embargo, 

puede considerarse que el tipo de sustrato es el factor más importante en la producción de 

conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum que puede dar mejores resultados con la 

adición de peptona al medio de cultivo. 

 

7.4. Efecto de las atmósferas modificadas sobre la producción de los conidios.  

Con la intención de conocer si la concentración de O2 o CO2 afectaba la conidiación de 

Metarhizium anisopliae, se creció al hongo durante 60 horas en una atmósfera normal y, 

posteriormente se modificaron las atmósferas. El criterio usado para elegir el tiempo en el 

cual se modificarían las atmósferas (60 h), se tomó considerando que, en cinéticas previas a 

las 60 h, la biomasa alcanzó su máximo y se iniciaba la conidiación. 

 

Durante las primeras horas del cultivo, las unidades experimentales se mantuvieron con una 

atmósfera normal, con la intención de permitir el intercambio de gases a través de los 

tapones de algodón. Con esto se buscó que la germinación y el crecimiento exponencial 

sucedieran en una atmósfera con una concentración de oxígeno alrededor de 21%. En las 

inmediaciones de la fase preestacionaria, justo cuando iniciaba la conidiación, se 

recambiaron las atmósferas con la idea de inducir la conidiación por cambios en la 

composición de las atmósferas. Los recambios en la composición de las atmósferas se 

realizaron cada 24 horas. Las muestras se colectaron antes del cambio de las atmósferas 

para ser analizadas a través de cromatografía. Al respecto, se evaluó la acumulación de CO2 

en las unidades experimentales durante 24 h, la evolución de la biomasa y la producción de 

conidios. 
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7.4.1. Cuantificación de CO2 acumulado en las unidades experimentales 

 

La cuantificación del CO2 en las unidades experimentales se realizó a través de 

cromatografía de gases con un detector de conductividad térmica (TCD). Los resultados se 

muestran en la Figura 13. En este experimento se utilizó un control que consistió en un 

tratamiento similar al de la atmósfera normal, con la diferencia de que éste fue tapado con 

septos de goma y los recambios atmosféricos se realizaron cada 24 h con aire comprimido 

estéril. Esto con la intención de medir la acumulación de CO2 en el control y compararlo con 

el tratamiento normal, además de verificar que no hubiera fugas de gases en las unidades 

experimentales tapadas con septos de goma.  

 

Los resultados mostraron que en el tratamiento con atmósfera normal, no hubo acumulación 

de CO2 durante  la cinética evaluada, lo que implica que los tapones de algodón permitieron 

la difusión del CO2 generado. Las unidades experimentales control, acumularon hasta un 

15% de CO2respecto a la atmósfera normal, lo que sugiere que no hubo difusión de los 

gases en las unidades experimentales tapadas con septos de goma, es decir se mantuvieron 

sellados herméticamente. En los tratamientos cuyas atmósferas contenían 5% de CO2 inicial 

(16/5% y 21/5%), se observó que se acumuló un máximo de CO2 alrededor de 21% a las 84 

horas. Se observó, en todos los tratamientos analizados, una pendiente (m) con tendencia 

negativa y que no hubo diferencia significativa (p>0.05) entre éstos por efecto de las 

concentraciones de las atmósferas modificadas. La diferencia significativa que existe entre 

los tratamientos fue el valor en el eje de intersección con la ordenada (b, de la ecuación 

general de la recta, y= mx + b). Esta diferencia sucedió únicamente entre los tratamientos 

que inicialmente contenían 5% de CO2 comparada con aquellos que no contenían CO2 desde 

el principio. 
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Figura 13. Acumulación de CO2 cada 24 h, durante la conidiación de Metarhizium anisopliae 

var. lepidiotum. ( ▲ ) 16/5, ( ♦ ) 21/5, ( ● ) 21/0, ( ■ ) 26/0, Control ( Ο ). 

 

En un estudio con Metarhizium anisopliae se analizó la respiración del hongo cuando creció 

en diferentes sustratos (Braga et al., 1999). Estos autores describen que el consumo de 

oxígeno sucede pocas horas después de la germinación.  

 

7.4.2. Producción de Biomasa 

La curva de crecimiento de Metarhizium anisopliae se muestra en la Figura 14. Se observó 

que para la atmósfera normal, la fase preestacionaria se presentó a las 60 h de cultivo, y fue 

en ese punto cuando se modificaron las atmósferas. Los ajustes de la ecuación logística (2) 

se analizaron únicamente para la atmósfera normal, puesto que el resto de los tratamientos 

se modificaron a partir de la fase pre-estacionaria de crecimiento. La velocidad específica de 

crecimiento () para la atmósfera normal fue de 0.04 h-1 ±0.00. Como se mencionó 

anteriormente, Braga et al. (1999) observaron que el consumo exponencial de la fuente de 

carbono (monosacáridos, polisacáridos, aminoácidos y proteínas) y de oxígeno sucede 
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durante la germinación y en la fase exponencial de crecimiento de Metarhizium anisopliae. 

En los resultados observados en el presente trabajo, sugieren que la composición de 

oxígeno en la atmósfera no es una limitante para el crecimiento de hongo, puesto que en tres 

de los cuatro tratamientos analizados (16/5, 21/5, y 26/0) la biomasa máxima es la misma y 

está aparece en los mismo tiempos de cultivos. Es probable que la fase estacionaria de 

crecimiento suceda debido a que los nutrientes son escasos en el medio de cultivo o a la 

presencia de metabolitos que limiten el crecimiento del hongo. También cabe la posibilidad 

de que la difusión del oxígeno en el cultivo se vea limitado por la densidad micelial y no 

permita el crecimiento de Metarhizium anisopliae. 

 

 

Figura 14. Evolución de la biomasa de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum crecido en 
distintas atmósferas en el medio Avena-Peptona. La  curva punteada indica el ajuste con la 
ecuación logística. ( ▲ ) 16/5, ( ♦ ) 21/5, ( ● ) normal, ( ■ ) 26/0. La flecha indica el momento 
en el que se modificaron las atmósferas.  
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7.4.3. Producción de conidios 

La producción de los conidios se muestra en la Figura 15. Se observó que la atmósfera con 

26% de oxígeno afectó a la producción de los conidios, logrando una producción máxima a 

las 156 h de cultivo (4.25X107 conidios cm-2), superando más de 100% comparado con la 

producción en atmósfera normal y el resto de tratamientos. Este valor es 10 veces más 

grande comparado con el medio de arroz sin peptona (Figura 12). Lo que sugiere que los 

estados oxidantes provocan que la conidiación sea mayor en Metarhizium anisopliae como 

se ha observado en otros estudios y otros organismos. En un estudio, se observó que con un 

incremento en el oxígeno disuelto en un cultivo sumergido, la producción de blastosporas de 

Metarhizium flavoviride se incrementó casi 21 veces (Issaly et al., 2005). Sin embargo, 

también se ha observado que la aireación forzada no favoreció la producción de conidios de 

Metarhizium anisopliae var. acridum (Arzumanov et al., 2005), lo que permite suponer que el 

aire, cuya composición de oxígeno es alrededor de 21% (atmósfera normal), no es un factor 

determinante en la sobreproducción de conidios. Sin embargo, en nuestro estudio se 

encontró que concentraciones altas de oxígeno (26%) favorecieron la producción de los 

conidios  en Metarhizium anisopliae probablemente como respuesta a una atmósfera 

oxidante. Al respecto, se observó que el peróxido de hidrógeno (90 mM) aumentó hasta tres 

veces más la conidiación del hongo nematófago Pochonia chlamydosporia (Xu et al., 2009). 

También se ha observado que ciertos factores ambientales, inducen la generación especies 

reactivas de oxígeno, y que en micelio de Neurospora crassa inducen la citodiferenciación 

(Belozerskaya y Gessler, 2006). 
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Figura 15. Cinética de la producción de conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum 
en distintas atmósferas en el medio Avena-Peptona. ( ▲ ) 16/5, ( ♦ ) 21/5, ( ● ) normal, ( ■ ) 
26/0. La flecha indica cuando se modificaron las atmósferas. 

 

El glutatión es uno de los tioles no proteínicos que juegan un papel importante en la fisiología 

celular.  El peróxido de hidrógeno que se genera de manera endógena se reduce por el 

glutatión en presencia de la enzima glutatión peroxidasa.  En Neurospora crassa se ha 

reportado que la oxidación del glutation y NADPH ocurre justo al inicio de la conidiación 

(Toledo et al., 1995). Aunado a esto, existen reportes de que enzimas como las catalasas se 

expresan de manera diferencial al inicio de la conidiación (Michán et al., 2002). Los 

resultados del presente estudio apoyan la hipótesis propuesta por Hansberg y Aguirre, 

(1990) en el sentido de que los estados hiperoxidantes promueven la diferenciación celular 

no sólo en Neurospora crassa, sino también, puede ocurrir la conidiación en Metarhizium 

anisopliae. También se ha asociado al gen cag8 que codifica para la proteína reguladora 

señal G con la conidiación de Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 (Fang y Bidoschka, 

2006), observando una alta expresión del gen durante la conidiación sobre cadáveres de 

Galleria mellonella. Por lo que es probable que los estados oxidantes como la atmósfera 26/0 
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provocaran una alta expresión de gen cag8 lo que se manifestaría en una alta producción de 

conidios. 

 

7.4.4. Rendimiento de los conidios respecto a la biomasa y productividad 

En la Tabla 4 se muestran los parámetros de crecimiento de Metarhizium anisopliae var. 

lepidiotum, la producción de conidios a las 156 h de cultivo, así como la productividad y 

rendimiento de los conidios referidos a biomasa.  

 
Tabla 4. Parámetros de crecimiento y producción de conidios de Metarhizium anisopliae var. 
lepidiotum  a las 156 h de cultivo en el medio Avena-Peptona. 

Tratamiento 
Proporción 

O2/CO2 
(%) 

X 
(mg cm

-2
) 

C 
(X10

7
conidios cm

-2
) 

YC/X 
(X10

7
conidios 

mg
-1

 X) 

 

P 
(X10

4
conidios cm

-2
 h

-1
) 

21/0 (normal) 4.78
 b
 (± 0.25) 2.08

a
 (± 0.21) 0.48

a
 (± 

0.05) 
3.67

a
 (± 0.38) 

16/5 3.74
a
 (± 0.30) 1.77

a
 (± 0.85) 0.48

a
 (± 

0.06) 
3.65

a
 (± 0.46) 

21/5 3.56
 a
 (± 0.34) 1.90

a
 (± 0.22) 0.60

a
 (± 

0.05) 
4.19

a
 (± 0.57) 

26/0 3.78
 a
 (± 0.11) 4.25

b
 (± 0.07) 1.12

b
 (± 

0.01) 
7.19

b
 (± 0.86) 

Los valores de las columnas con la misma letra no mostraron diferencias significativas 
(p>0.05) 
 
X= Biomasa seca 
C= Producción de conidios 
YC/X= Rendimiento de los conidios respecto a la biomasa (ver materiales y métodos apartado 
6.5.5) 
P= Productividad 
 

La biomasa máxima se obtuvo en la atmósfera normal, mientras que la producción de 

conidios fue mayor en la atmósfera enriquecida con oxígeno. El rendimiento de los conidios 

respecto a la biomasa (YC/X) fue 2.6 veces mayor (1.12X107 conidios mg-1 de biomasa seca) 

en la atmósfera con 26% de O2, en comparación a la atmósfera con 21% de O2 (0.48X107 

conidios mg-1 de biomasa seca). El YC/X fue estadísticamente distinto (p˂0.05) en el 

tratamiento 26/0 respecto al resto de los tratamientos con las atmósferas modificadas. De la 

misma manera, la productividad de los conidios (P) fue dos veces mayor en la atmósfera rica 

en oxígeno respecto al resto de los tratamientos. En un estudio realizado por Kamp y 

Bidochka, (2002) se produjeron los conidios de Metarhizium anisopliae sobre PDA de los 
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aislados 2575, 54 A-1b, MAA1-2iii y HAA2-2b, la productividad para cada aislado fue de: 

4.57X105, 1.62X105, 1.01X105 y 0.68X105 (conidios cm-2 h-1), respectivamente. En nuestros 

resultados se obtuvieron valores comparables en el medio de avena con peptona siendo 

1.33X105 y 2.72X105 (conidios cm-2 h-1) en la atmósfera con 21% y 26% de O2, 

respectivamente. 

 

7.5. Parámetros de calidad de los conidios  

7.5.1. Porcentaje de germinación 

El porcentaje de germinación (G) de los conidios se analizó para los tratamientos con 

atmósfera normal y 26% O2 mediante dos técnicas: la cuantificación de las Unidades 

Formadoras de Colonias (UFC) y el conteo de conidios germinados sobre portaobjetos con 

agar-agua (Figura 16). Se analizaron únicamente estos dos tratamientos con la finalidad de 

establecer la técnica que se usaría para el resto de los tratamientos. 

 

No se observó diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos en ninguna de las 

técnicas empleadas para cuantificar la germinación. Sin embargo, el conteo de conidios 

germinados en agar-agua sobre el portaobjetos presentó dificultad para realizar el conteo 

cuando el tubo germinativo era muy grande, puesto que se entrecruzan entre ellos, sobre 

todo cuando se evalúa después de 18 horas. Además, es probable que a las 18 horas no 

todos los conidios estén germinados aún cuando éstos estén viables. En las UFC’s se evalúa 

la viabilidad de los conidios después de siete días pero presenta el inconveniente de que una 

colonia pueda estar formada por más de un conidio. A pesar de esa posible desventaja, se 

consideró esta técnica para evaluar el resto de tratamientos porque además de permitir 

evaluar la germinación también evalúa la viabilidad. 
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Figura 16. Comparación del porcentaje de germinación de los conidios de Metarhizium 
anisopliae var. lepidiotum usando la técnica de agar-agua y UFC para los tratamientos 
normal y 26/0. Los valores de las columnas con la misma letra no mostraron diferencias 
significativas entre sí (p>0.05). 
 

En la Figura 17 se muestran los resultados de la viabilidad (v) de los conidios producidos en 

todos los tratamientos de atmósferas modificadas. En la que se observa que los tratamientos 

con aire y 26% de O2 no mostraron diferencias significativas entre sí. En los tratamientos 

cuyas atmósferas tenían en su composición inicial 5% de CO2, la viabilidad de los conidios 

se vio disminuida respecto a los tratamientos normal y 26%. Al respecto, se ha observado 

que los altos niveles de CO2 (40%) afectan a la germinación de Beauveria bassiana cuando 

crece sobre la superficie de ADS durante las primeras 48 horas del cultivo, posterior a ese 

tiempo el comportamiento es similar a los conidios incubados en atmósferas normales (Lord, 

2009). 
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Figura 17. Viabilidad (v) de los conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum 
producidos en distintas atmósferas. Los valores de las columnas con la misma letra no 
mostraron diferencias significativas entre sí (p>0.05). 

 

Algunos autores consideran que los factores nutricionales durante el crecimiento de 

Metarhizium anisopliae afectan la germinación de los conidios (Shah, et al., 2005; Rangel et 

al., 2006). Ibrahim et al. (2002) reportan que los medios ricos en nutrientes, tales como ADS 

y agar extracto de levadura permitieron una mayor germinación de los conidios de M. 

anisopliae en relación a un medio mínimo, además, mostraron que los conidios obtenidos a 

partir de sustratos limitados en nitrógeno, germinaron 1.8 veces más rápido que los conidios 

obtenidos en un medio de agar dextrosa Sabouraud con maltosa. Sin embargo, en este 

mismo estudio, los conidios procedentes de los medios pobres tuvieron mayor potencial de 

germinación cuando fueron puestos sobre cutícula de Myzus persicae Sulzer (Homoptera: 

Aphididae) y de Meligethes aeneus Fabricius (Coleoptera; Nitidulidae), comparados con los 

que se obtuvieron de los medios ricos en nutrientes. 

 

Se ha observado para aislamientos de M. anisopliae (V275 y V245) que con una relación 

C/N de 35, la producción de los conidios fue alta, sin embargo, el porcentaje de germinación 
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fue bajo, alrededor del 44 y 47 %, respectivamente (Shah, et al., 2005). Por su parte, Rangel 

et al, (2006) encontraron que fuentes preferenciales de carbono, como glucosa, permiten 

producir niveles altos de conidios, no obstante, éstos presentaron bajo porcentaje de 

germinación después de ser expuestos a radiación UV-B, comparado con los conidios 

obtenidos en fuentes de carbono no preferenciales (fructosa, galactosa y lactosa) con 

rendimientos menores de conidios. Estos argumentos muestran que la producción masiva de 

conidios puede deteriorar la calidad de las unidades infectivas. Por su parte, Braga et al. 

(1999), encontraron que la fuente de carbono que favoreció la germinación de Metarhizium 

anisopliae CLII fue la caseína, en comparación con glucosa, quitina, hidrolizado de caseína y 

N-acetilglucosamina.  

 

Otro factor importante que afecta la germinación, es la presión osmótica del medio en que 

crece el microorganismo. Wang et al. (2008), analizaron el gen Mos1 que codifica para una 

proteína osmosensora MOS1, observando que el porcentaje de germinación fue hasta dos 

veces mayor en una cepa silvestres comparada con la mutante Anti-Mos1, cuando crecieron 

en un medio líquido Dextrosa-Sabouraud adicionado con 0.7 M de KCl, para afectar la 

presión osmótica. 

 

En aislados de  Metarhizium anisopliae se ha observado que la germinación se ve afectada 

dependiendo del insecto del cual se aíslan. Por ejemplo, los aislados provenientes de 

coleópteros presentaron mayor resistencia a la germinación en 6 desoxiglucosa, y poca 

germinación en glucosa, comparado con los aislados obtenidos a partir de himenópteros y 

lepidópteros (citado por Hegedus y Khachatourians, 1995). También se ha observado que el 

incremento en la respiración es uno de los cambios fisiológicos que ocurren durante la 

germinación (Braga et al., 1999).  

 

En este trabajo se logró incrementar la producción de conidios, por efecto de la composición 

de la atmósfera gaseosa, sin afectar el porcentaje de germinación, respecto a la atmósfera 

normal. Este aspecto es importante puesto que, algunos autores, consideran que la rapidez 

de la germinación está directamente asociada a la virulencia (Braga et al., 1999). Sin 

embargo, el porcentaje de germinación no es garantía de que el microorganismo logre la 

infección, si consideramos que pueden darse las condiciones necesarias para que el conidio 

germine, pero no las condiciones para que el microorganismo sobreviva, lo que se confirma 
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con pruebas de viabilidad a través de Unidades Formadoras de Colonias. Por lo anterior, en 

este trabajo se propuso una técnica alternativa para evaluar la viabilidad y el porcentaje de 

germinación, a través de la cuantificación de UFC en placas con  PDA y desoxicolato de 

sodio que, en principio, no mostraron diferencias significativas (p>0.05) entre las técnicas 

comparadas (Figura 16). 

 

7.5.2. Hidrofobicidad de la superficie de los conidios 

La hidrofobicidad de la superficie de los conidios se evaluó usando el principio de exclusión 

de fases con dos solventes orgánicos distintos: el tolueno y el n-hexadecano. En principio, 

sólo se evaluaron los tratamientos 21/0 y 26/0 para establecer la técnica que se usaría en el 

resto de los tratamientos. En la Figura 18 se muestran los resultados de la hidrofobicidad de 

los conidios producidos en los tratamientos atmósfera normal y con 26% de oxígeno.  

 

No se observó diferencia significativa (p>0.05) entre los tratamientos aún, cuando se analizó 

la misma variable con distintos solventes. Sin embargo, la desviación estándar que se 

observó cuando se usó el tolueno fue mayor, respecto al n-hexadecano. Por esta razón, se 

decidió evaluar la hidrofobicidad del resto de los tratamientos con n-hexadecano con la 

posibilidad de observar diferencias entre tratamientos. 
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Figura 18. Comparación de valores de hidrofobicidad de los conidios de Metarhizium 
anisopliae var. lepidiotum usando el principio de exclusión de fases con tolueno y n-
hexadecano para los tratamientos normal y 26/0. Los valores de las columnas con la misma 
letra no mostraron diferencias significativas entre sí (p>0.05). 
 
 

En la Figura 19 se muestran los resultados de hidrofobicidad de la superficie de los conidios 

que fueron producidos en distintas atmósferas. Se observó que los conidios que crecieron en 

la atmósfera normal y enriquecida con oxígeno (26%), presentaron una hidrofobicidad de 

alrededor del 77% y no fueron significativamente distintos (p>0.05). 
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Figura 19. Hidrofobicidad (H) de la superficie de los conidios de Metarhizium anisopliae var. 
lepidiotum producidos en distintas atmósferas. Los valores de las columnas con la misma 
letra no mostraron diferencias significativas (p>0.05). 
 
Mientras que en los tratamientos que contenía 5% de bióxido de carbono (16/5 y 21/5), la 

hidrofobicidad de los conidios fue hasta 40% menor que el control (atmósfera normal). Estos 

resultados sugieren que en Metarhizium anisopliae var. lepidiotum, los niveles altos de 

oxígeno (5% por encima de la atmósfera normal) no alteran la hidrofobicidad de los conidios, 

sin embargo, la presencia de CO2 disminuye la hidrofobicidad, este efecto se observó con 

mayor énfasis para la atmósfera con 16% de O2 5% de O2 (Tratamiento 16/5%). En la Tabla 

5 se muestra un resumen de los parámetros de calidad de los conidios de Metarhizium 

anisopliae var. lepidiotum producidos en distintas atmósferas, previamente descritos en los 

apartados 7.5. 1 y 7.5.2.  
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Tabla 5. Resumen de los valores de los parámetros de calidad de conidios de Metarhizium 
anisopliae var. lepidiotum producidos en distintas atmósferas 

Los valores de las columnas con la misma letra no mostraron diferencias significativas entre 
sí (p>0.05) 
 
v= Viabilidad 
H= Hidrofobicidad 

 

En trabajos similares con Metarhizium anisopliae, se han reportado valores de hidrofobicidad 

que van desde 77.9 hasta 93.9 % (para los aislados V275 y V245), esta variabilidad de la 

hidrofobicidad, se atribuye a los subcultivos en medios artificiales (Shah, et al., 2005), al 

respecto, es probable que los medios de cultivos afecten la expresión de proteínas 

implicadas en la hidrofobicidad llamadas hidrofobinas, puesto que los hongos 

entomopatógeno no requieren a las hidrofobinas cuando crecen en medios de cultivos 

artificiales (represión de genes implicados, como el ssga), a diferencia de cuando infectan a 

los insectos. Otro factor que afecta la hidrofobicidad de la superficie de los conidios es el tipo 

de medio de cultivo donde se producen. Pascual et al, (2000) encontraron en Penicillium 

oxalicum que la mayor hidrofobicidad se observó cuando los conidios se obtuvieron en 

cultivos superficial, comparados con los obtenidos en cultivo sumergido. También se ha 

observado que el medio de cultivo afecta la capacidad de adhesión de los conidios de 

Metarhizium anisopliae a sus hospederos, porque modifica los carbohidratos de su superficie 

(Ibrahim et al., 2002). Esta podría ser la causa de que los hongos entomopatógenos 

subcultivados sobre medios artificiales presenten variabilidad en la hidrofobicidad de sus 

conidios. Los carbohidratos que se han asociado a la hidrofobicidad son las lecitinas. 

 

Jeffs et al. (1999), observaron que la hidrofobicidad está directamente relacionada con la 

forma de los conidios. En esta investigación observaron los conidios, a través de un 

microscopio electrónico, de los géneros Metarhizium, Beauveria, Isaria y Lecanicillium, 

registrando una mayor hidrofobicidad cuando las superficies de los conidios fueron rugosas, 

mientras que los conidios hidrofílicos tienen superficies lisas. Al respecto, un fenómeno 

Tratamiento 
Proporción O2/CO2 

(%) 

V 
(%) 

H 
(%) 

 

21/0 (normal) 75.00b (± 5.00) 77.18c (± 2.70 ) 

16/5 64.00a (± 6.00) 32.72a (± 3.91) 

21/5 58.66a (± 8.32) 52.28b (± 3.47) 

26/0 75.00b (± 9.01) 77.21c (± 2.57) 
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interesante se observó con Trichoderma virens, en el que Mendoza-Mendoza et al., (2007) 

asocian al gen tvk1, que codifica la proteína quinasa activada por mitógeno (MAP, por sus 

siglas en inglés, Mitogen-Activated Protein), con la hidrofobicidad de los conidios aéreos, 

mientras que la mutante Δtvk1 disminuyó drásticamente la hidrofobicidad, además, los 

conidios de la cepa silvestre mostraron rugosidad. De manera sorprendente, los conidios de 

la cepa mutante obtenidos por cultivo sumergido mostraron mayor hidrofobicidad y una 

superficie lisa. Los autores también observaron la expresión del gen Tv-hfb1, que codifica 

una hidrofobina, en la cepa mutante durante el cultivo sumergido, este gen fue el 

responsable de conferir mayor hidrofobicidad aún cuando la superficie de los conidios fue 

lisa (Mendoza-Mendoza et al., 2007).  

 

Se ha observado que los genes que codifican  para las hidrofobinas, entre ellos ssga, de 

Metarhizium anisopliae se inducen en condiciones de inanición, y que probablemente estos 

genes se reprimen cuando el hongo crece sucesivamente (subcultivados) en medios ricos en 

nutrientes (Shah et al 2007). Fang y Bidochka, (2006) estudiaron la expresión del gen ssga 

de Metarhizium anisopliae ARSEF 2575, observando que la expresión de este gen es más 

alta durante la conidiogénesis, mientras que durante el crecimiento vegetativo es baja. De 

manera similar observaron que el gen que codifica la proteasa subtilisina Pr1 (pr1) también 

se incrementó, lo que sugiere que estos genes de manera coordinada participan en la 

patogenicidad. 

 

7.6. Bioensayo 

7.6.1. Bioensayo: infección de adultos de Tenebrio molitor con Metarhizium anisopliae 

Los resultados de los bioensayos infectando adultos de Tenebrio molitor se muestran en la 

Figura 20. El porcentaje de sobrevivencia final (Sf), después de seis días en todos los 

tratamientos fue de cero. Se observó que el tiempo de retardo de muerte, es decir, el tiempo 

en el que comienza a morir la población de insectos, (t0) para los tratamientos 16/5 %, 

normal y 26% no mostraron diferencias significativas (p>0.05), sin embargo, el tratamiento 

21/5 mostró un t0 más corto (2.14 d), hasta en un 40% respecto al resto de los tratamientos. 

La tasa específica de mortalidad (k) no mostró diferencia significativa entre tratamientos, con 

valores entre 1.21 y 2.2 d-1. El tiempo letal 50 (TL50) fue estadísticamente distinto en el 
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tratamiento 21/5% respecto al resto de los tratamientos (2.71 d), lo que representa una 

disminución del 30%.  

 

 

Figura 20. Efecto de los conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum producidos en 
diversas atmósferas sobre adultos de Tenebrio molitor. ( ▲ ) 16/5, ( ♦ ) 21/5, ( ● ) 21/0, ( ■ ) 
26/0, Control ( ▬ ). El control consistió en adultos sumergidos en una solución estéril  de 
Tween 80 al 0.01%. 
 

En la Figura 21 A-B se muestra al insecto, tomado del bioensayo, antes y después de la 

infección. Se observó (B) que el insecto está invadido de micelio y conidios, con esto se 

confirma la muerte del insecto provocada por  Metarhizium anisopliae var lepidiotum. 
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Figura 21. Adultos de Tenebrio molitor antes (A) y después (B) de la infección de 
Metarhizium anisopliae var. lepidiotum. Fotos tomadas de los bioensayos. 

 

En la Tabla 6 se muestra un resumen de los parámetros involucrados en el bioensayo de 

insectos adultos, los datos experimentales se ajustaron al modelo matemático (descrito en 

materiales y métodos como la ecuación 4), que se ajustó, mostrando un coeficiente de 

correlación (R2) de 0.99 en todos los tratamientos. 

 

Tabla 6. Parámetros de calidad de los conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum. 
Bioensayo sobre adultos de Tenebrio molitor. 

 
Los valores de las columnas con la misma letra no mostraron diferencias significativas entre 
sí (p>0.05) 
 
to= Tiempo de retardo de muerte 
k= Tasa específica de muerte 
Sf= Sobrevivencia final 
TL50= Tiempo en alcanzar el 50% de muerte 
 

 

Tratamiento 
Proporción O2/CO2 

(%) 

t0 
(d) 

 k 
(d-1) 

Sf 
(%) 

TL50 
(Días post -inoculación) 

 

21/0 (normal) 3.56 a (± 0.45) 1.26a (± 0.22) 0 4.31a (± 0.11) 

16/5 3.77a (± 0.11) 1.68ª (± 0.30) 0 4.19a (± 0.07) 

21/5 2.14b (± 0.84) 1.21a (± 0.53) 0 2.71b (± 0.77) 

26/0 3.75 a (± 0.07) 2.20a (± 0.76) 0 3.90a (± 0.35) 

A

) 

B

) 
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Las variables que mostraron diferencia entre los tratamientos, t0 y TL50, sugieren que la 

probable causa de la muerte de los insectos está relacionada con la rápida adaptación de 

Metarhizium al hospedero. Aún cuando la hidrofobicidad y el porcentaje de germinación 

fueron menores en la atmósfera 21/5 respecto a las atmósfera normal, la mortalidad fue 

mayor en los conidios obtenidos de este tratamiento. Es probable que la adhesión del conidio 

a la cutícula del insecto sea mayor debido a la producción de mucilago por efecto de este 

tratamiento, lo cual no pudo ser evaluado a través de la hidrofobicidad. De esta manera se 

provocaría que el tiempo de retardo de muerte (t0) fuera corto y en consecuencia el TL50 

también fuera menor.  

 

En un estudio realizado por Lord (2009), observó que altos niveles de CO2 (40%) durante el 

bioensayo, afectaron de manera importante la mortalidad de adultos de Tribolium castaneum 

durante los primeros tres días de la infección con Beauveria bassiana.  Considerando los 

hallazgos de Lord (2009) y los resultados del presente trabajo, se sugiere que los conidios 

provenientes de cultivos con atmósferas ricas en CO2 (21/5) sufren alteraciones que 

modifican específicamente la invasión de los insectos en etapas tempranas de la infección ya 

que, una vez invadidos, los insectos mueren a la misma velocidad y se alcanza el 100% de 

mortalidad con el resto de los tratamientos. 

 

7.6.2. Bioensayo: infección de larvas de Tenebrio molitor con Metarhizium anisopliae 

En la Figura 22 se muestran los resultados de los bioensayos infectando larvas de Tenebrio 

molitor. Se observó que en ninguno de los tratamientos se logró una sobrevivencia final 

menor al 36 %, aún después de diez días de infección.  

 

En la Tabla 7 se muestra un resumen de los parámetros de los bioensayos con larvas de 

Tenebrio molitor. Las variables que mostraron diferencias significativas (p>0.05) fueron k y Sf 

y TL50 para los conidios producidos en una atmósfera 21/5 respecto al resto de los 

tratamientos. Se observó que el modelo matemático que describe la mortalidad acumulada 

respecto al tiempo de infección (Ecuación 4, ver materiales y métodos), se ajustó de manera 

distinta comparada con el ajuste con adultos. El coeficiente de correlación entre los 

tratamientos se encuentra entre 0.84 hasta 0.97. 
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Figura 22. Efecto de los conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum producidos en 
diversas atmósferas sobre larvas de Tenebrio molitor. ( ▲ ) 16/5, ( ♦ ) 21/5, ( ● ) 21/0, ( ■ ) 
26/0, Control ( ▬ ). El control consistió en sumergir a las larvas en una solución estéril de 
Tween 80 al 0.01% 
 

En estudios similares al nuestro, se observó que el TL50 varía de 3.74 a 4.56 d. sobre larvas 

de Tenebrio molitor infectadas con Metarhizium anisopliae (Shah et al., 2007). También se 

ha observado que larvas de Capnodis tenebrionis son susceptibles a Metarhizium anisopliae 

EAMa 01/58-Su, mostrando valores de TL50 de 3.62-4.78 d (Marannino et al., 2008). En este 

trabajo, se propone que las altas concentraciones de CO2 durante la producción de conidios 

afectan a éstos de forma específica. Lo anterior permite que la tasa específica de muerte (k) 

sea mayor cuando los conidios crecen en atmósferas ricas en CO2. En el tiempo de retardo 

en que ocurre la muerte (t0), no se observaron diferencias entre los tratamientos, lo que 

siguiere que la cutícula del las larvas de Tenebrio molitor posee características distintas a la 

de los adultos y esto explica por qué en adultos, t0 es menor que cuando se infectan larvas.  
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Tabla 7. Parámetros de calidad de los conidios de Metarhizium anisopliae var. lepidiotum. 
Bioensayo sobre larvas de Tenebrio molitor. 

Los valores de las columnas con la misma letra no mostraron diferencias significativas entre 
sí (p>0.05).  
 
to= Tiempo de retardo de muerte 
k= Tasa específica de muerte 
Sf= Sobrevivencia final 
TL50= Tiempo en alcanzar el 50% de muerte 
R2= Coeficiente de correlación 
N.A= Valores no alcanzados 

 

La infección de hongos entomopatógenos en larvas y adultos de Tenebrio molitor se ha 

estudiado recientemente. En estudios previos se ha observado que las larvas son más 

resistentes al ataque de hongos entomopatógenos respecto a los adultos. Rodríguez-Gómez 

et al, (2009) realizó un estudio infectando larvas y adultos con Beauveria bassiana por 

inmersión, mostrando que la mortalidad se alcanza hasta en un 50% más rápido en adultos. 

Al menos dos parámetros son importantes en la resistencia de Tenebrio molitor ante los 

patógenos, la densidad de los hemocitos y la actividad fenoloxidasa. La explicación consiste 

en que el color de la cutícula depende de la capacidad de melanización, este proceso se 

lleva a cabo a través de enzimas fenoloxidasas que están presentes dentro de los hemocitos 

(Armitage y Siva-Jothy, 2005). 

 

En nuestros resultados, se observó que las larvas que sobrevivieron a la infección 

mostraron, en el punto de infección, una mancha de color oscura que podría ser melanina. 

En la (Figura 23 A-C) se muestran larvas de insectos antes de la infección con Metarhizium 

anisopliae var. lepidiotum (A), después de la infección cuando el insecto no sobrevivió (B) y 

cuando el insecto sobrevivió (C). Por lo que la presencia de la melanina podría ser la causa 

de la sobrevivencia de las larvas ante la infección de Metarhizium anisopliae. Dicha melanina 

podría ser sintetizada en los melanocitos del insecto a partir la oxidación de tirosina a dopa, 

Tratamiento 
Proporción 

O2/CO2 
(%) 

t0 
(d) 

k 
(d-1) 

Sf 
(%) 

TL50 
(Días post -
inoculación) 

 

R2 

21/0 (normal) 7.5
 a
 (± 0.73) 0.15 

a
 (± 0.07) 72.56

a
 (± 12.18) N. A. 0.84 (± 0.11) 

16/5 4.51
a
 (± 0.14) 0.30

a
 (± 0.08) 83.34

a
 (± 8.33) N. A. 0.94 (± 0.05) 

21/5 7.67
a
 (± 0.30) 1.29

b
 (± 0.07) 36.10

b
 (± 0.07) 8.89 (± 0.01) 0.95 (± 0.05) 

26/0 4.97
a
 (± 2.30) 0.52

a
 (± 0.39) 72.23

a
 (± 4.80) N. A. 0.97 (± 0.02) 
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posteriormente la formación de dopaquinona y finalmente melaninas a través de enzimas 

fenoloxidasas que aparecen como consecuencia de una infección (Sugumaran, 2002). Al 

respecto, Chouvenc et al., (2009) describen cómo sucede el proceso de melanización 

cuando la termita Reticulitermes flavipes es infectada por Metarhizium anisopliae. Estos 

autores sugieren que la melanina es una barrera físico-química que impide la propagación de 

la infección en el interior del insecto, puesto que la melanina rodea al punto de infección. 

 

 

Figura 23. Larvas de Tenebrio molitor antes (A) y después (B) de la infección de 
Metarhizium anisopliae var. lepidiotum. Larva melanizada sobreviviente a la infección (C). 
Fotos tomadas del bioensayo. 

 

Muchos autores han descrito el proceso en la cascada de fenoloxidasas en los insectos 

después del ataque de entomopatógenos, o bien, cuando el insecto sufre una lesión física. 

Se ha reportado que la cascada de fenoloxidasas se inicia por la presencia de β-1,3-

glucanos y lipopolisacáridos, presentes en la cutícula de los insectos, que actúan como 

señales de reconocimiento de bacterias y hongos (Asano y Ashida, 2001). Así mismo, se ha 

reportado la participación de enzimas como la lacasa y la tirosinasa en los procesos de 

melanogénesis. En un estudio realizado por Arakane et al. (2005), se describen a las 

isoformas de lacasas 2A y 2B como responsables de conferir un fenotipo albino a la cutícula 

de Tribolium castaneum en estado de larva, pupa y adulto. Estos autores identificaron al gen 

TcLac2 como el responsable de codificar las isoformas lacasas implicadas en la 

pigmentación de la cutícula además de conferir una estructura rígida (esclerotos). De manera 

similar, se ha reportado que la melanización inicia a partir de la oxidación la L-tirosina a 

dopamina en presencia de la enzima tirosinasa, y posteriormente la oxidación de la 

dopamina a melanina (Asano y Ashida, 2001). En algunos casos, en la oxidación de la 

dopamina a melanina está implicada una lacasa (Williamson et al., 1998). En los insectos, el 

A

) 

B

) 

C

) 
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uso de dopamina es el mejor precursor de la melanina por dos razones (Sugumaran, 2002): 

i) los insectos almacenan grandes cantidades de catecolaminas necesarias para la 

esclerotización, lo que implica que los niveles de dopa sean bajos; ii) la dopamina es el mejor 

sustrato para las enzimas fenoloxidasas de los artrópodos. 

 

7.7. Efecto del peróxido de hidrógeno sobre la viabilidad de los conidios 

Con la finalidad de conocer si los conidios producidos en distintas atmósferas presentarían 

una mayor resistencia a los agentes oxidantes como consecuencia a la exposición a 

atmósferas modificadas, se diseñó un experimento en el que los conidios obtenidos en las 

distintas atmósferas fueron incubados en H2O2 (25 mM) y posteriormente se evaluó la 

viabilidad de éstos. Las cinéticas de viabilidad se muestran en la Figura 24. Con excepción 

del tratamiento 21/5 %, en el resto de los tratamientos, los conidios mostraron un aumento 

en la viabilidad cuando se expusieron por 5 minutos al H2O2, puesto que en el tiempo ti 

(tiempo=0), el porcentaje de germinación A0 fue menor que los obtenidos después de 5 min 

en presencia de H2O2. Posterior a este tiempo, los conidios obtenidos en cada una de las 

atmósferas modificadas, mostraron una disminución en el número de UFCs.  

 

Aunque la reactividad del peróxido de hidrógeno es baja respecto a otras especies reactivas 

de oxígeno, su alta difusión a través de las células le permite estar en contacto con metales 

de transición como el Fe, provocando la denominada reacción de Fenton. Esta reacción 

produce radicales hidroxilo que son mucho más citotóxicos que el H2O2 (Li et al., 2007). Esta 

podría ser la razón por la cual durante los primeros minutos no se observó muerte celular de 

Metarhizium anisopliae. Sin embargo, después de diez minutos de exposición al H2O2, la 

viabilidad disminuyó de manera exponencial. Se sugiere que la muerte celular de 

Metarhizium anisopliae, después de diez minutos de exposición al peróxido, se deba a la 

presencia de otra ERO como el radical hidroxilo, que se produce cuando el H2O2 esté en 

contacto con algunos metales de transición. El radical hidroxilo es uno de los compuesto más 

reactivos que existen y su difusión es muy baja debido a que interacciona rápidamente 

(1X109 M-1s-1) con cualquier compuesto celular como las proteínas y los lípidos (Hansberg, 

2008). Las ERO funcionan como señales que determinan respuestas fisiológicas de 

adaptación al medio ambiente y éstas son indispensables para la diferenciación celular y 
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para la muerte celular programada (Hansberg, 2008). Considerando lo anterior, suponemos 

que las especies reactivas de oxígeno son las responsables de que durante los primeros 

minutos de exposición al peróxido de hidrógeno, los conidios presentaran mayor cantidad de 

UFCs respecto al tiempo cero. También después de diez minutos de exposición, las ERO, 

pudieron participar como señales para la muerte celular programada. 

 

 

Figura 24. Cinéticas de viabilidad de los conidios expuestos al peróxido de hidrógeno. Los 
conidios fueron cosechados en los distintos tratamientos. ( ▲ ) 16/5, ( ♦ ) 21/5, ( ● ) normal, ( 
■ ) 26/0. 
 

En la Tabla 8 se muestran los parámetros de la cinética de viabilidad calculados a través del 

modelo matemático (descrito en la ecuación 5). El único tratamiento que no mostró un 

coeficiente a negativo durante los primeros minutos          de exposición al peróxido de 

hidrógeno fue 21/5 %. El signo negativo del coeficiente cuadrático a, indica que los conidios 

obtenidos en ese tratamiento fueron estimulados por el H2O2 durante los primeros 5 min, a la 

capacidad de germinación, observado a través de la viabilidad. Se observó que la tasa 

específica de decaimiento en la viabilidad () obtenido cuando (    ) fue estadísticamente 

distinto (p˂0.05) para el tratamiento normal, respecto al resto de los tratamientos. Estos 

resultados indican que los conidios obtenidos en el tratamiento normal son más sensibles a 
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la toxicidad del peróxido de hidrógeno (25 mM) cuando se exponen por más de 10 minutos, 

sin embargo, durante los primeros 5 minutos de exposición al peróxido se induce la 

viabilidad. En Aspergillus oryzae se ha identificado un gen atfB como el responsable de 

regular la tolerancia al estrés térmico y oxidativo (Sakamoto, et al., 2008). En Metarhizium 

anisopliae se ha asociado al gen que codifica una proteína osmosensora Mos1 como 

responsable de la sensibilidad a H2O2 20 mM (Wang et al., 2008). Los autores de este 

estudio, sugieren que dicha proteína interactúa con el desarrollo de la pared celular de los 

hongos y en consecuencia afecta la permeabilidad del peróxido de hidrógeno. 

 

Tabla 8. Parámetros de la cinética de viabilidad de los conidios producidos en distintas 
atmósferas al peróxido de hidrógeno 25 mM. 

Tratamiento 
Proporción O2/CO2 

(%) 

a b A0  R1
2,R2

2 

21/0 (normal) -1.11 7.47 78.00 0.22 0.76, 0.99 

16/5 -0.11 0.05 65.60 0.06 0.70, 0.82 

21/5 0.33 -3.70 59.13 0.07 0.87, 0.90 

26/0 -0.34 1-31 76.24 0.06 0.87, 0.95 

 
a y b= Coeficientes de la ecuación cuadrática 
A0= Viabilidad en t0 

= Tasa específica de muerte 
R2

1, R
2
2= Coeficientes de correlación, correspondientes a la función cuadrática y a la función 

diferencial, respectivamente 
 

7.8. Determinación del malondialdehído como indicativo del estrés oxidativo 

Con el propósito de conocer si la atmósfera oxidante (26/0) produjo, en el micelio y conidios, 

daño celular; se comparó la concentración de MDA con la atmósfera normal. La razón por la 

que se compararon estos tratamientos es porque la atmósfera oxidante produjo más conidios 

respecto de la atmósfera normal y se buscó una explicación en términos de estrés oxidativo. 

Esto debido a que el estado oxidante puede causar un mayor estrés oxidativo, respecto a la 

atmósfera normal, lo que se manifestaría en la oxidación de lípidos en la biomasa. Los 

lípidos son blancos importantes para la acción de las ERO. La peroxidación es una de las 

principales causas del daño celular la que puede conducir a la pérdida de sus funciones y 

posiblemente induzcan la conidiación. Los resultados (Figura 25) mostraron que no existe 

diferencia estadística (p>0.05) en la concentración de MDA entre los dos tratamientos. Es 
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posible que los niveles de MDA, observado en el ECE intracelular de la atmósfera 

enriquecida con oxígeno, no mostraron diferencias significativas porque la actividad 

enzimática involucrada en la eliminación de especies reactivas de oxígeno, como las 

catalasas, estén evitando la oxidación de lípidos de las células de Metarhizium anisopliae. A 

la fecha no existen reportes de la estimación de daño celular en hongos entomopatógenos 

ocasionados por ERO, pero, en este trabajo se sugiere que la alta conidiación de 

Metarhizium anisopliae en la aotmósfera 26/0 se deba a la presencia oxígeno como agente 

oxidante. A pasar del alta capacidad oxidante de la atmósfera 26/0 no se observó estrés 

oxidativo. Lo que sugiere que los estados oxidantes inducen la conidiación sin llegar a 

provocar estrés oxidativo. 

 

 

Figura 25. Cuantificación de MDA como indicativo de estrés oxidativo. Tratamientos 21/0 
(normal) y 26/0. 
 

7.9. Actividad catalasa 

A partir de los resultados obtenidos en al apartado anterior, se determinó la actividad 

catalasa como posible causa de la ausencia de daño celular en la biomasa, obtenida de la 
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atmósfera enriquecida con O2. Los resultados se muestran en la Figura 26, se observó que 

la actividad catalasa, después de 12 h a partir del punto en el que se modificó la atmósfera, 

tuvo valores alrededor de 2500 U/mg-1 de biomasa seca. Después de ese punto se observó 

que la actividad total de catalasa fue mayor en la atmósfera rica en oxígeno, hasta de un 65 

% en el tiempo de 156 h.  

 

La actividad catalasa pudo provenir de los conidios o del micelio, puesto que la actividad se 

determinó a partir de un ECE que se obtuvo al macerar conidios y micelio (ver Materiales y 

Métodos). Sin embargo, las diferencias obtenidas en la viabilidad de los conidios expuestos 

al peróxido de hidrógeno (apartado 7.7), sugieren que parte de la actividad enzimática 

evaluada pueden provenir de catalasas de los conidios y otra parte, podría provenir de 

catalasas del micelio, puesto que, se ha reportado que las catalasas presentes en micelio 

pueden estar implicadas en la diferenciación celular. Al respecto, Michán et al. (2002) ha 

relacionado la actividad catalasa en los procesos de diferenciación celular en Neurospora 

crassa. Específicamente, estos autores, observaron que el gen cat 3, que codifica para una 

catalasa, se expresa durante la conidiación, cuando la actividad es mayor respecto al resto 

del ciclo celular. También se ha observado que el gen atfB en Aspergillus oryzae desregula 

al gen catA durante la conidiación (Sakamoto et al., 2008). De manera similar, en nuestros 

resultados, se observó que durante el inicio de la conidiación, los valores de la actividad 

catalasa se incrementaron, pero la mayor actividad catalasa se observó en la biomasa del 

tratamiento que produjo más conidios (26% O2). Por lo que sugerimos que la actividad 

catalasa podría ser la responsable de la conidiación en Metarhizium anisopliae como sucede 

en otros organismos y que la activada catalasa se expresó a causa de la exposición a una 

atmósfera oxidante. 
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Figura 26. Cinética de la actividad catalasa durante la conidiación de Metarhizium anisopliae 
var. lepidiotum en distintas atmósferas. ( ● ) 21/0 ( ■ ) 26/0. 
 

Partiendo de la hipótesis de Hansberg y Aguirre, (1990) en la que se describe que los 

estados hiperoxidantes inducen la diferenciación celular, podemos suponer que la atmósfera 

oxidante induce la citodiferenciación en Metarhizium anisopliae var lepidiotum, sin provocar  

daño celular. 

7.10 Resumen general de resultados. 

Se identificó el aislado de Metarhizium anisopliae a partir del las secuenciación del los ITS1 e 

ITS2, mostrando una analogía de 96% con la variedad lepidiotum. Se observó que el medio 

de cultivo es un factor importante en la producción de conidios de Metarhizium anisopliae var 

lepidiotum. El mejor sustrato para la producción de conidios fue la avena, y los rendimientos 

de conidios se pueden incrementar si se adiciona peptona como fuente adicional de 

nitrógeno, cuya relación C/N fue de 9.32. También se observó que una atmósfera rica en 

oxigeno incrementa la producción de conidios sin alterar su calidad. 
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Aunque no se observó daño celular provocado por ROS como indicativo de estrés oxidativo, 

se sugiere que la presencia del oxígeno, presente en la atmósfera 26/0, es el responsable de 

la inducción en la conidiación. Es probable que la ausencia de daño celular se deba a la 

respuesta antioxidante de la cepa como el incremento en la actividad catalasa. Así también, 

el peróxido de hidrógeno en tiempos cortos de exposición, podría estar implicado en la 

diferenciación celular, específicamente, en inducir la formación de tubos germinativos. En 

este sentido, se sugiere el siguiente esquema de la diferenciación celular para el hongo 

entomopatógeno Metarhizium anisopliae var lepidiotum. En el que se describe que los 

estados oxidantes como el peróxido de hidrógeno participa en germinación de los conidios 

de Metarhizium anisopliae probablemente por la inducción de la enzima catalasa como lo 

sugiere Michán et al., (2002). Posterior a la formación del tubo germinativo, el crecimiento 

vegetativo del hongo, la presencia de altos niveles de oxígeno (26%) en la atmósfera induce 

la conidiación. Durante la conidiación en la atmósfera enriquecida con oxígeno, se observó 

altos niveles de la actividad catalasa, por lo que se sugiere que también está involucrada en 

los procesos de diferenciación celular. 

 

 

 

Figura 27. Esquema general de la diferenciación celular en Metarhizium anisopliae var. 
lepidiotum como respuesta a la exposición de especies reactivas de oxígeno. 
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Este es el primer reporte que describe que, el estado oxidante causado por una atmósfera 

con 26% de oxígeno induce la diferenciación celular para la producción de conidios, además, 

un estado oxidante provocado por H2O2 induce la germinación de estos.  

 

Por otro lado, se evaluó la calidad de los conidios obtenidos en la atmósfera oxidante y estos 

no se vieron afectados en los parámetros de calidad como la hidrofobicidad y la viabilidad. 

De la misma manera, la infectividad de los conidios sobre adultos y larvas de Tenebrio 

molitor no se vieron afectados. 

 

También se observó que el rendimiento de conidios en atmósferas ricas en CO2, 

particularmente 21/5, no se incrementó respecto de la atmósfera normal, sin embargo, se 

incrementó la infectividad sobre larvas y adultos de Tenebrio molitor. 
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8. CONCLUSIONES 

 La composición del sustrato afecta la producción de los conidios de Metarhizium 

anisopliae var. lepidiotum, además, la presencia de peptona en el medio de cultivo 

favorece el rendimiento de las unidades infectivas.  

 

 Este es el primer reporte en el que se describe que una atmósfera enriquecida con 

oxígeno favoreció la producción de conidios de Metarhizium anisopliae var. 

lepidiotum, sin afectar los parámetros de calidad como germinación e hidrofobicidad.  

 

 Se demostró que los conidios producidos en una atmósfera oxidante no afectó la 

virulencia sobre adultos de Tenebrio molitor.  Así también, observamos que una 

atmósfera rica en CO2 incrementa la infectividad de los conidios sobre Tenebrio 

molitor adultos y larvas.  

 

 El peróxido de hidrógeno induce la germinación de los conidios de Metarhizium 

anisopliae var. lepidiotum. 
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10. ANEXOS 

Curva de calibración de bióxido de carbono (Anexo1) 

 

En la realización de la curva de calibración, se usaron tubos de ensayo de 15 mL con tapa 

rosca. Los tubos se llenaron con una solución de cloruro de sodio (300 g l-1) pH 2.0 con un 

indicador ácido-base de rojo de metilo y se taparon con septos de goma. Se evitó que se 

quedaran burbujas de aire y se mantuvieron de forma vertical invertidos para evitar fugas. 

Las diluciones de bióxido de carbono en nitrógeno fueron según la Tabla 9. La curva se 

ajustó por regresión linear.  

 

Tabla 9. Diluciones de bióxido de carbono balanceado con nitrógeno. 
 

Tubo Porcentaje CO2 (V/V) Volumen (mL) 
 

CO2 N2 

 

1 5 0.5 9.5 

2 10 1 9 

3 15 1.5 8.5 

4 20 2 8 

5 25 2.5 7.5 

 

 

y = 449,16x - 91,603
R² = 0,9995
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Figura 28. Curva de calibración para la cuantificación del bióxido de carbono (%) acumulado 
en las botellas serológicas. 
 

 

 

Figura 29. Curva de calibración para la cuantificación de bióxido de carbono (mM) 
acumulado en las botellas serológicas. 
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Curva de calibración MDA (Anexo2) 

 

La curva de calibración se realizó conforme a la ficha técnica del Kit (ALDetec Lipid 

Peroxidation Assay AK-170, Biomol, Intenational. Inc.). Las concentraciones de MDA se 

muestran en la Tabla 10. La curva de calibración se muestra en la Figura 31. 

 

Tabla 10. Volúmenes de dilución para la curva de calibración de MDA. 

Tubo Concentración  CO2 (V/V) Volumen (l) 
 

Estándar 20M 
 

Agua 

1 0 0 200 

2 0.5 25 175 

3 1.0 50 150 

4 2.0 100 100 

5 3.0 150 50 

6 4.0 200 0 

 

 

 

Figura 30. Curva de calibración para la cuantificación MDA (M) como indicativo de estrés 
oxidativo. 
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