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RESUMEN 

El control biológico, como parte del Manejo Integrado de Plagas (MIP), es una de las 

alternativas viables a considerar en busca de moderar el uso de los plaguicidas químicos, 

debido a que éstos han venido presentando problemas en su uso, como es: toxicidad para el 

ser humano y medio ambiente, desarrollo de resistencia de insectos, toneladas de 

plaguicidas caducados abandonados a cielo abierto en países en desarrollo, por mencionar 

sólo algunos ejemplos de ello. Además, en vista de las crecientes necesidades en la 

producción agrícola y debido al constante crecimiento poblacional a nivel mundial, es 

indispensable el desarrollo de técnicas alternativas eficientes en el control de plagas y 

responsables en el cuidado del ambiente.  

Los principales puntos a considerar para el desarrollo de insecticidas biológicos basados en 

hongos (micoinsecticidas), son la producción y la calidad de sus conidios (unidades 

infectivas). Por calidad en los conidios, se entiende la capacidad que tienen éstos, tanto de  

infectar y matar a los insectos objetivo, como de prevalecer en el medio donde actúan. En 

esta investigación se evaluó el efecto de una atmósfera rica en oxígeno (26%) en la calidad 

de los conidios de 2 cepas de Isaria fumosorosea, 1 cepa de Metarhizium anisopliae y 1 

cepa de Beauveria bassiana, tres de los hongos más utilizados en el control biológico de 

plagas.  Además se presenta, a manera de antecedente, el efecto que tuvo esta atmósfera 

respecto a la producción de conidios. 

De manera general, la atmósfera con 26% O2 causó efectos disímiles en la calidad de los 

hongos entomopatógenos estudiados. Es importante destacar que, si bien no se obtuvo un 

efecto homogéneo, se encontraron resultados que pueden ser considerados para un estudio 

más profundo y poder producir micoinsecticidas de mayor calidad. Esto fue muy evidente en 

las dos cepas de I. fumosorosea, en las que la atmósfera enriquecida, propició un 

incremento en la infectividad, resistencia a altas temperaturas, germinación y resistencia a 

condiciones de hiperosmolaridad. Mientras que en el caso de M. anisopliae y B. bassiana, 

esta atmósfera tuvo una influencia positiva respecto a resistencia a altas temperaturas (M. 

anisopliae) y en lo que respecta a germinación, resistencia a condiciones de 

hiperosmolaridad e hiperoxidantes (B. bassiana).   
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En la búsqueda de una posible explicación del efecto positivo de la atmósfera con 26% O2 en 

las dos cepas de I. fumosorosea, no se pudo determinar que la  trehalosa y el manitol fueran 

un factor a considerar para ello.  

El estudio del estado oxidante en conidios, y su probable variación entre una atmósfera 

normal (21% O2) y la atmósfera enriquecida (26% O2), ofreció resultados de mayor interés. 

En los conidios de ambas cepas de I. fumosorosea, se encontró un incremento, tanto en el 

grado general de estrés oxidante, como en la concentración del anión superóxido. El 

consecuente estudio de la actividad de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa 

(SOD) y catalasa (CAT), arrojó resultados interesantes al no encontrarse incrementos en la 

actividad SOD, pero sí en la actividad CAT.  

Se logró la secuenciación parcial de dos genes de enzima catalasa en I. fumosorosea, 

denominadas catA y catP por su localización en el espacio celular. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Definición de plaga. Plaguicidas: definición, historia y efectos secundarios. 

En el Código Internacional de Conducta para el Manejo de Plaguicidas (FAO, 2013), se 

define como “plaga” a cualquier especie, cepa o biotipo de planta, animal o agente patógeno 

dañino para plantas y sus productos, materiales o medio ambiente e incluye vectores de 

parásitos o patógenos de enfermedades humanas y animales. En el caso de los insectos, de 

las 800,000-1,000,000 de especies que se postula que existen, no más de 1,000 (≈ 0.1%) 

han sido consideradas como plagas (NCSU, 2014). Para combatir estas últimas, a través de 

la historia, se han usado varios compuestos plaguicidas. Un plaguicida se define como 

cualquier sustancia, o mezcla de sustancias, con ingredientes químicos o biológicos 

destinada para repeler, destruir o controlar cualquier plaga (FAO, 2013).  En la Tabla 1, se 

describe una breve cronología del desarrollo de los plaguicidas.  

Tabla 1.1. Cronología del desarrollo de los plaguicidas (Stephenson y Salomon, 1993). 

Periodo Tipo de plaguicida Características 

1800-1920 
Nitrofenoles, clorofenoles, creosota, 
naftaleno, aceites de petróleo 

No-específicos. Tóxicos para 
usuario y organismos 
benéficos. 

1945-1955 
Organoclorados, DDT, HCCH, ciclodieno 
clorados. 

Persistentes. Inducen 
resistencia. Efectos dañinos 
al ambiente. 

1945-1970 
Inhibidores de colinesterasa, compuestos 
organofosforados, carbamatos. 

Baja persistencia. Toxicidad 
para usuario. Problemas 
ambientales. 

1970-1985 
Piretroides sintéticos, avermectinas, 
plaguicidas biológicos 

Baja selectividad. Desarrollo 
de resistencia. Costo. 
Persistencia 
Variable. 

1985- Organismos modificados genéticamente 

Posibles problemas de 
mutación. Desequilibrio en la 
ecología microbiana. 
Monopolio de productos. 

 

Desde hace 5 décadas, la protección de los cultivos ante las plagas ha recaído 

principalmente en los plaguicidas de síntesis química (Chandler et al., 2011). Sin embargo, 

con el transcurso de los años, se han venido evidenciando las desventajas que conlleva su 

uso; entre las más importantes se pueden citar: incremento en la resistencia de insectos 

plaga (Dawkar et al., 2013), toxicidad para el ser humano (Cornell University, 2014), residuos 

químicos tóxicos de plaguicidas caducados (FAO, 2004), entre otros.  
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Respecto a los daños a la salud humana, la Agencia de Protección al Medio Ambiente de los 

Estados Unidos, establece que esto depende del tipo de plaguicida. Por ejemplo, los 

organofosforados y carbamatos afectan el sistema nervioso; otros pueden ocasionar 

irritación en piel y ojos; algunos pueden ser considerados carcinógenos, mientras que otros 

pueden afectar el sistema endocrino (EPA, 2014). Recientemente, se ha evidenciado que la 

rotenona es un importante inductor para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Flint, 

2010). Además de lo anterior, hay que considerar los daños que éstos causan al medio 

ambiente. En la Convención de Estocolmo se han hecho esfuerzos por eliminar el uso de los 

compuestos orgánicos persistentes (POP’s por sus siglas en inglés) ya que, además de ser 

tóxicos para el ser humano y animales, se mantienen intactos por largo tiempo, 

distribuyéndose en el medio ambiente en suelo, agua y aire. En un primer esfuerzo por 

eliminar el uso de estas sustancias, se enlistaron los 12 POP’s más dañinos, de estos, 9 

fueron plaguicidas (Stockholm Convention, 2014).  

En fechas recientes, han aparecido varios reportes en los que se relaciona la preocupante 

disminución en la población apícola y los plaguicidas químicos, específicamente debido a los 

neonicotinoides (Whitehorn et al., 2012; Henry et al., 2012). Aunado al daño que conlleva el 

uso de los plaguicidas, hay que considerar el daño que causan aquellos que han quedado 

obsoletos. De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud para la Agricultura y 

Alimentación (FAO, 2014), se considera que aproximadamente medio millón de toneladas de 

plaguicidas obsoletos se encuentran dispersos en diversos países en desarrollo. De manera 

preocupante, estos químicos tóxicos, comúnmente expuestos en el medio ambiente, se han 

estado filtrando en suelos y cuerpos de agua, lo que compromete seriamente el desarrollo y 

bienestar de esas comunidades. Lo anterior, sólo evidencia que ha sido una constante el uso 

indiscriminado de este tipo de compuestos sin una seria evaluación científica respecto a sus 

efectos secundarios. Por ello, es indispensable encontrar alternativas efectivas en el control 

de plagas y amigables con el planeta.  

1.2. Manejo Integrado de Plagas (MIP). Control Biológico: definición, agentes, ventajas 

y desventajas, comparación con el control químico. 

En la década de 1970, se concertó el desarrollo de un nuevo programa para el manejo de 

plagas, conocido como Manejo Integrado de Plagas (MIP). De acuerdo a la FAO (2013), el 

MIP tiene como objetivo considerar todas las técnicas disponibles para el control de plagas, 

considerando la protección al medio ambiente, además de reducir al mínimo los riesgos para 
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la salud humana y animal. El MIP incita el desarrollo de campos saludables, disminuyendo el 

daño a los agro-ecosistemas al promover el uso de mecanismos naturales para el control de 

plagas. De acuerdo a Pretty (2008), se han desarrollado proyectos de investigación y 

desarrollo de MIP en 26 países de los cuales, en el 60% se logró una reducción en el uso de 

plaguicidas (75% en promedio) y un incremento en los rendimientos (40% en promedio). En 

el 20% de esos proyectos, también se disminuyó el uso de plaguicidas (60% promedio) con 

una pequeña pérdida en el rendimiento (5% promedio). Finalmente, en el 15% de esos 

proyectos, se logró un incremento en el rendimiento (45% promedio) aunque esto incluyó un 

aumento en el uso de plaguicidas (20% promedio). En otros proyectos, también concluyeron 

que la aplicación de MIP fue exitosa (FAO, 2010; Normile, 2013). 

En 1919, H.S. Smith introdujo el término de “control biológico” y lo definía como el uso de 

enemigos naturales para el control de insectos plaga (Barrera, 2007). De manera general, 

este concepto puede entenderse como la reducción en la población de plagas causada por 

enemigos naturales y típicamente involucra un papel activo del ser humano (Hoffmann y 

Frodsham, 1993). Ya que, cuando las especies de insectos son eliminadas por otros 

organismos y factores ambientales sin intervención humana, a esto se le denomina control 

natural.  

A los enemigos naturales de los insectos plaga (Fig. 1.1), también se les conoce como 

agentes de control biológico, y pueden clasificarse en tres grupos principalmente (Stehr, 

1975; Van den Bosch, 1982; Greathead y Waage, 1983), a saber: 

- Depredadores: especies de vida libre principalmente; consumen un gran número de 

presas durante su vida. 

- Parásitos: en su etapa inmadura, se desarrollan sobre o dentro de un insecto 

hospedero, ocasionando su muerte. 

- Patógenos (entomopatógenos): organismos causantes de enfermedades, entre los 

cuales se incluyen bacterias, hongos, virus y nematodos. Matan o debilitan a su 

hospedero siendo relativamente específicos para cierto grupo de insectos. 



 
 

19 
 

Hay que considerar que en la aplicación del control biólogico, existen tanto ventajas como 

desventajas, un breve resumen de ambas se muestra en la Tabla 1.2. (Summy y French, 

1988). 

 

 

 

 

Figura 1.1. Tres tipos de agentes de control biológico: depredadores (A); parásitos (B) y patógenos (C). 

 
Tabla 1.2. Ventajas y desventajas en el uso del Control Biológico. 

Control Biológico 

Ventajas Desventajas 

Efectos colaterales nulos o mínimos Ignorancia sobre los principios del método 

Casos de resistencia esporádicos Apoyo económico reducido 

Control a largo plazo Escasez de personal especializado 

Eliminación total o parcial del uso de 
insecticidas químicos 

Poca disponibilidad de insumos biológicos 

Favorable relación costo-beneficio Agentes de control biológico suceptibles a 
plaguicidas 

Evita plagas secundarias Resultados no espectaculares 
(desconfianza de agricultores) 

Constituye la parte central del MIP Estudios detallados de la relación agente 
biológico-insecto y planta hospedera No provoca intoxicaciones 

 

Debido a que la contaminación del medio ambiente es un problema prioritario a nivel 

mundial, resulta imprescindible evaluar los diversos métodos de control de plagas para, en lo 

posible, evitar el incremento del mismo. Una comparación de las desventajas entre el control 

biológico y químico, se presentan en la Tabla 1.3. (Debach y Rosen, 1991). 
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Tabla 1.3. Comparativo entre el control biológico y químico: desventajas. 

Categoría Control biológico Control químico 

Contaminación ambiental; 
riesgos para el ser 
humano, animales, 

organismos no objetivo, 
suelos, etc. 

Ninguno Considerable 

Trastornos en el equilibrio 
natural y otros daños en 

la ecología 
Ninguno Común 

Permanencia en el control Permanente 
Temporal. Debe repetirse 
una o varias veces al año 

Desarrollo de resistencia 
del factor de mortalidad 

Extremadamente raro 
Común. Incrementándose 

rápidamente 

Aplicación general hacia 
un amplio espectro de 

control de plagas 

Teóricamente ilimitado, pero 
sin esperar que se aplique a 

todas las plagas. Aún sin 
desarrollar. El control 

inicialmente toma de uno a 
dos años, pero después la 
plaga permanece en bajos 

niveles. 

Empíricamente se aplica a 
casi todos los insectos, 

aunque en algunos casos 
resulta insatisfactorio. Para 

el usuario resulta 
satisfactorio en el inicio. 

 

1.3. Hongos entomopatógenos: características, clasificación taxonómica, proceso 

infectivo, productos comerciales, caso México. 

A nivel mundial, se considera que existen entre 1.5-5.1 millones de especies de hongos 

(Hawksworth, 1991; O’Brien et al., 2005), de las cuales sólo 100,000 han sido descritas. 

Respecto a los hongos entomopatógenos, se sabe que existen entre 750-1000 especies, 

distribuidos en 100 géneros (Roberts y Humber, 1981). Entre ellos, los más utilizados para la 

fabricación comercial de micoinsecticidas son Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e 

Isaria fumosorosea (Faria y Wright, 2007).  

Metarhizium anisopliae. Forma conidióforos simples o agregados; sus conidios son 

alargados, de forma ovoide, formando cadenas de ellos dispuestas en conidióforos en forma 

de botella. El tamaño de los conidios es de 6-8 micras, de color verde olivo, por ello, la 

enfermedad que provocan a los insectos se ha denominado “muscardina verde” (Hernández- 

Velázquez y Berlanga-Padilla, 1999a). En 1883, Sorokin fue el primero en establecer el 

género Metarhizium (Zimmermann, 2007a). Se sabe que M. anisopliae fue el primer hongo, a 

nivel mundial, en producirse de manera masiva y ser utilizado para el control de insectos 

plaga (Krassilstschik, 1888; Steinhaus, 1975). Se ha reportado que este hongo es un 
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patógeno natural para más de 200 especies de insectos de diferentes órdenes, entre ellos, 

algunos de importancia económica (McCoy et al., 1988). La clasificación taxonómica de este 

hongo, de acuerdo al National Center for Biotechnology Information (NCBI), se presenta en 

la Tabla 1.4. 

Tabla 1.4. Clasificación taxonómica de M. anisopliae de acuerdo al NCBI. 

Metarhizium  
anisopliae 

Reino Fungi 

Phylum Ascomycota 

Subphylum Pezizomycotina 

Clase Sordariomycetes 

Orden Hypocreales 

Familia Clavicipitaceae 

Género Metarhizium 

Especie anisopliae 

 

Beauveria bassiana. Su apariencia es polvosa, de color blanco o amarillento cremoso, tiene 

hifas septadas que contienen los conidióforos (estructuras reproductivas) en los que se 

desarrollan los conidios, que tienen un tamaño de entre 2-3 micras (Hernández-Velázquez y 

Berlanga-Padilla, 1999b). El descubrimiento de este hongo como un agente patógeno a 

insectos ocurrió en el S. XIX, cuando Agostino Bassi estudió la enfermedad llamada 

“muscardina blanca” en los gusanos de la seda (Bombyx mori). Uno de los primeros 

estudios, se hizo para evaluar el uso de este hongo para infectar al llamado gusano blanco 

Melolontha melolontha (plaga en campos de vid y olivo), y se realizó a finales del S. XIX 

(Zimmermann, 2007b). Una de las características más importantes de este hongo, es el 

amplio rango de insectos a los que afecta, estimándose hasta 707 especies (Li, 1988). La 

clasificación taxonómica de este hongo se muestra en la Tabla 1.5. 

Tabla 1.5. Clasificación taxonómica de B. bassiana de acuerdo al NCBI. 

Beauveria  
bassiana 

Reino Fungi 

Phylum Ascomycota 

Subphylum Pezizomycotina 

Clase Sordariomycetes 

Orden Hypocreales 

Familia Cordycipitaceae 

Género Beauveria 

Especie bassiana 
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Isaria fumosorosea. Es un hongo cuyas colonias presentan un micelio blanco que puede 

cambiar a púrpura o rosa. Sus fiálides tienen forma de botella y sus conidios son cilíndricos, 

con un tamaño de 3-4 micras. La primera descripción de este hongo fue hecha por Wize y 

ocurrió en el inicio del S XX. Por muchos años fue incluido en la sección Paecilomyces, por 

lo que fue conocido como Paecilomyces fumosoroseus (Zimmermann, 2008). Los estudios 

taxonómicos posteriores, determinaron que este hongo debía ser agrupado dentro del 

género Isaria (Luangsa-ard et al., 2004, 2005), por ello, ahora es conocido con este nombre. 

Se ha reportado que el número de especies de insectos que pueden ser hospederos de este 

hongo es de 40 (Smith, 1993). A pesar de infectar a un menor número de insectos 

hospederos, la efectividad de I. fumosorosea ha sido evaluada en insectos plaga de gran 

importancia agrícola como Bemisia tabaci y Diaphorina citri (Macias et al., 2013; Mascarin et 

al., 2013; Stauderman et al., 2012). La clasificación taxonómica de este hongo se muestra en 

la Tabla 1.6. 

Tabla 1.6. Clasificación taxonómica de I. fumosorosea de acuerdo al NCBI. 

Isaria 
fumosorosea 

Reino Fungi 

Phylum Ascomycota 

Subphylum Pezizomycotina 

Clase Sordariomycetes 

Orden Hypocreales 

Familia Cordycipitaceae 

Género Isaria 

Especie fumosorosea 

 

Proceso infectivo. Se ha descrito un proceso de infección general de los hongos 

entomopatógenos, el cual se muestra en la Figura 1.2. Las principales etapas son: 

1. Adhesión. Una infección exitosa requiere, en el inicio, la adhesión del conidio a la 

cutícula del insecto. Para ello, son necesarias interacciones hidrofóbicas (Holder y 

Keyhani, 2005), las cuales son mediadas por proteínas parecidas a adhesinas, como 

las MAD1 y MAD2 en el caso de M. anisopliae (Wang y St. Leger, 2007). 

2. Germinación. Este es un paso crítico durante el proceso y se caracteriza por la 

formación del tubo germinativo, con la subsecuente formación, o no, de una 

estructura llamada apresorio que ejercerá una fuerza opresiva en la superficie del 

insecto (Vega et al., 2012). Entre los principales factores que afectan la germinación 

están la temperatura y la humedad (Gottlieb, 1978). La rapidez con que suceda este 
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proceso, repercute no sólo en reducir la exposición de los conidios a los factores 

ambientales, sino también para evitar una respuesta del insecto, lo que afectaría el 

éxito en el proceso infectivo. Este paso es de tal importancia, que en algunas 

investigaciones, se ha relacionado una rápida germinación con un incremento en la 

infectividad (Milner et al., 1991; Morales-Hernández et al., 2010; Miranda-Hernández 

et al., 2014).  

3. Penetración de la cutícula. El éxito de esta etapa recae, principalmente, en la presión 

mecánica y en la producción de enzimas como proteasas, quitinasas y lipasas (Vega 

et al., 2012).  

4. Proliferación en hemocele. Una vez que el hongo ha alcanzado el hemocele, su 

proliferación propicia la enfermedad del insecto y su muerte. En estudios realizados 

con M. anisopliae, se ha teorizado una “estrategia de crecimiento” y otra llamada 

“estrategia de toxinas”. La primera, refiere al consumo de los nutrientes y al daño de 

los tejidos del insecto por parte del hongo. La segunda, enfatiza la producción de 

metabolitos secundarios (toxinas) para matar al hospedero (Charnley, 1984; Clarkson 

y Charnley, 1996; Kershaw et al., 1999). 

Una vez muerto el insecto, pueden emerger las hifas del hongo desde el interior del cadáver, 

esporular y producir nuevos conidios. 
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Figura 1.2. Proceso infectivo de los hongos entomopatógenos. Se indican las principales etapas: 1 Adhesión del 
conidio a la epicutícula, 2 Germinación, 3 Penetración de la cutícula, 4 Proliferación en el hemocele (Modificado 

de Thomas y Read, 2007). 
 

Productos comerciales. De acuerdo a de Faria y Wright (2007), desde 1960 se han 

desarrollado 171 productos micoinsecticidas y micoacaricidas, de los cuales, el 75% 

continúan en el mercado. En tal investigación se reporta que los principales hongos en los 

que se basan estos productos son: M. anisopliae (33.9%), B. bassiana (33.9%),  I. 

fumosorosea (5.8%) y B. brongniartii (4.1%). En términos geográficos, la distribución de 

estos es de 42.7% en Sudamérica, 20.5% en Norteamérica, 12.3% en Europa y Asia, 7% en 

América Central, 2.9% en África y 2.3% en Oceanía. En el caso de México, en la tabla 1.7. 

se relacionan algunos de los productos comerciales presentes en el mercado. 
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Tabla 1.7. Productos comerciales de micoinsecticidas en México (Arredondo-Bernal, 2013). 

Nombre de la empresa 
Hongos entomopatógenos 

comercializados 
Estado 

TIEMELONLA NICK K 
LUM S. DE 

S.S. 

Beauveria bassiana 
Metarhizium anisopliae 

Chiapas 

DESARROLLO LÁCTEO, 
S.P.R. DE R.L. (DESLAC) 

Isaria fumosorosea 
B. bassiana 

M. anisopliae 
Durango 

BIOKRONE, S.A. de C.V. 
B. bassiana 

M. anisopliae 
Guanajuato 

ALTA TECNOLÓGICA 
AGROTÉCNICA SPR. DE 

R.L. DE 
C.V. 

Lecanicillium lecanii 
B. bassiana 

M. anisopliae 
 

Jalisco 

LABORATORIO 
REPRODUCTOR 
DE ORGANIMOS 

BENÉFICOS 
NOCON, S. A. DE C.V. 

Lecanicillium lecanii 
B. bassiana 

M. anisopliae 
 

México 

ULTRAQUIMIA AGRÍCOLA 
S.A. DE C.V. 

Paecilomyces lilacinus 
L. lecanii 

I. fumosorosea 
B. bassiana 

M. anisopliae 
 

Morelos 

AGROBIOLÓGICOS DEL 
NOROESTE S.A. DE C.V 

P. lilacinus 
L. lecanii 

I. fumosorosea 
B. bassiana 

M. anisopliae 
 

Sinaloa 

AGROBIOSOL DE 
MÉXICO S.A DE 

C.V. 

P. lilacinus 
I. fumosorosea 

B. bassiana 
M. anisopliae 

 

 

BIOTECNOLOGÍA 
ANDREB S.A. DE 

C.V. 

I. fumosorosea 
B. bassiana 

M. anisopliae 
Veracruz 

 

Caso México. De acuerdo a un reporte del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y 

Calidad Agroalimentaria (SENASICA, 2009), para combatir diversas plagas se utilizaron 

hongos entomopatógenos pertenecientes al CNRCB, en un área de 63,180 ha siendo las 
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más importantes, por la extensión tratada, la mosca pinta (24,000 ha), broca del café (8,320 

ha) y mosquita blanca (6,491 ha). Un desglose de ello, puede observarse en la Fig. 1.3. 

 
Figura 1.3. Plagas combatidas con hongos entomopatógenos pertenecientes a la colección del Centro Nacional 

de Referencia de Control Biológico (CNRCB). Se muestran las diversas plagas tratadas y las hectáreas cubiertas 
(SENASICA, 2009). 

 

1.4. Factores a considerar en el uso de hongos entomopatógenos como agentes de 

control biológico: Sistema inmune del insecto, factores abióticos.  

Sistema inmune del insecto. Una vez reconocido el antígeno por el sistema inmune del 

insecto, se desencadenan diversas respuestas para combatir la infección. Entre las más 

importantes se pueden citar fagocitosis, péptidos antimicrobianos, coagulación, melanización 

y producción de especies reactivas del oxígeno (Schmid-Hempel, 2005).  

Factores Abióticos. Una vez que los conidios de los hongos entomopatógenos son 

asperjados en campo, enfrentan condiciones que ponen en riesgo su viabilidad y, por tanto, 
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su eficacia en el control de plagas. Se ha reportado que, entre los factores que mayormente 

inciden en esto, está la radiación ultra violeta (UV), la temperatura y la humedad, como se 

explica a continuación: 

- Radiación UV. Se sabe que existen tres tipos de radiación UV de acuerdo a su longitud 

de onda: tipo C (100-280 nm), tipo B (280-315) y tipo A (315-400). La radiación UV-C no 

alcanza la superficie terrestre debido a la capa de ozono; sin embargo, tanto la UV-A 

como la UV-B sí lo hacen, siendo la más dañina para la viabilidad de los conidios la de 

tipo UV-B. Esta radiación causa deterioro en biomoléculas como lípidos, proteínas, 

ácidos nucleicos, además de la membrana celular (Tevini, 1993). La protección natural 

que han desarrollado diversos organismos a esto, entre ellos los hongos, es la 

producción de pigmentos. En diversas investigaciones, se ha encontrado que una mayor 

pigmentación de los conidios, propicia un incremento en la tolerancia a radiación UV 

(Ignoffo y Garcia, 1992; Braga et al., 2006). 

- Temperatura. Se ha determinado que la temperatura óptima de crecimiento de los 

hongos entomopatógenos, está en el rango de 20 y 30°C (Roberts y Campbell, 1977). 

Sin embargo, es común que, en los lugares donde se busca aplicarlos, las temperaturas 

sean significativamente mayores. El daño de las altas temperaturas sobre los conidios se 

observa, principalmente, en la desorganización a nivel membrana celular (Crisan, 1973), 

en la desnaturalización proteica (Setlow y Setlow, 1995, 1998), así como en el deterioro a 

nivel ADN por la pérdida de bases por depurinización (Nicholson et al., 2000). 

- Humedad. De acuerdo a Jaronski (2010), este factor es muy importante en la 

germinación de los conidios, así como en su crecimiento y esporulación sobre el cadáver 

del insecto. Además, en el reporte hecho por Roberts y Campbell (1977), se citan varios 

estudios en los que se comprueba que para lograr la infección del insecto, los conidios 

requieren altos valores de humedad, aunque en otros casos no fue así. Sin embargo, 

Ferron (1977), demostró que el desarrollo micelial de B. bassiana en el cadáver del 

insecto, requiere al menos 92% de humedad. 

1.5. El dioxígeno (O2): Importancia y efectos secundarios en organismos eucariotas. 

Producción de especies reactivas del oxígeno (ERO). Los ERO, ¿señalizadores 

celulares? Enzimas y compuestos antioxidantes. 

Importancia y efectos secundarios en organismos eucariotas. De acuerdo a registros 

geoquímicos, la acumulación atmosférica del oxígeno en la Tierra, tuvo lugar hace 
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aproximadamente 2.8 mil millones de años, propiciado por los precursores de las 

cianobacterias (Dismukes et al., 2001). De manera general, se ha estimado que los 

organismos eucariotas surgieron hace mil millones de años, muchos años después que la 

atmósfera del planeta había acumulado grandes cantidades de oxígeno a partir de procesos 

fotosintéticos (Margulis, 1970). Esta gran acumulación de O2, propició la innovación biológica 

de la respiración aerobia que es una fuente de energía metabólica de mayor magnitud ya 

que el metabolismo aerobio, genera 18 veces más energía (en forma de ATP) que el 

metabolismo anaerobio (Dismukes et al., 2001).  

Producción de ERO. El uso del oxígeno como aceptor final de electrones para la producción 

de energía en los organismos aerobios, también es fuente de moléculas que pueden 

propiciar daños celulares. A tales moléculas se les conoce como especies reactivas del 

oxígeno (ERO); la Figura 1.4. muestra las vías de formación de las más importantes.  

 
Figura 1.4. Vías de formación de las principales especies reactivas del oxígeno (ERO, en cursivas), a partir del 

dioxígeno (Modificado de Rodriguez y Redman, 2005). 

 
A continuación, se resume brevemente la formación de estas especies reactivas (Hansberg, 

2008): 

- Oxígeno singulete (1O2): Su formación se debe, al cambio de giro de uno de sus 

electrones por captación de energía. Tal energía puede derivarse de la excitación de 

compuestos como las flavinas, porfirinas y derivados, vitamina A, quinonas y pterinas. La 

excitación se debe a la luz con longitud de onda de 430-490 nm (azul). Además, la luz 

UV-A, también puede transferir energía para su formación. Esta especie reactiva 

reacciona, y daña, a la mayoría de los compuestos celulares (lípidos, bases 

nitrogenadas, proteínas). 

- Ion-radical superóxido (O2
-·): Se forma cuando el dioxígeno capta un electrón, el cual, 

se aparea con uno de los dos electrones libres de los orbitales π*. Su producción se da 
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principalmente en la cadena respiratoria, en el momento que el dioxígeno capta alguno 

de los electrones que pasan a través de ella, principalmente a nivel de la ubiquinona. 

Otra fuente de formación, aunque menos importante, es a partir de la NADPH oxidasas o 

NOX. El superóxido es tóxico para la célula porque, a partir de él, se puede producir el 

oxígeno singulete y el radical hidroxilo. Este ERO, propicia la inhibición de enzimas como 

la aconitasa y fumarasa del ciclo de Krebs. 

- Peróxido de Hidrógeno (H2O2): Cuando cada uno de los dos electrones libres del 

dioxígeno, se aparean con un electrón de giro contrario, se forma el H2O2. La principal 

fuente de producción de este ERO en las células, se debe a la actividad de las enzimas 

superóxido dismutasas (dismutan el anión superóxido a peróxido de hidrógeno). Otras 

fuentes de formación son algunas oxidasas. Su difusión es libre en los compartimentos 

celulares. A nivel intracelular, su toxicidad es considerable a concentraciones de 1 µM, ya 

que puede formar otros ERO como el oxígeno singulete y el anión superóxido (por la 

reacción de Fenton).  

- Radical Hidroxilo (·OH): La principal fuente de este ERO son, como se reseñó arriba, el 

anión superóxido y el peróxido de hidrógeno. Si el H2O2 acepta un electrón desapareado 

(puede ser de un metal en transición, reacción de Fenton), se fragmenta, formando esta 

especie reactiva y esta es la principal fuente de su formación. Este ERO es una de las 

especies más reactivas que existen, debido a ello, oxida componentes del ADN (bases 

nitrogenadas y la desoxirribosa), proteínas y lípidos.  

Los ERO ¿señalizadores celulares?. Es interesante que, además del consabido daño que 

propician los ERO, se postule su función como señalizadores en células eucariotas, en un 

estado normal. Tanto el H2O2 como el O2
·-, se han implicado en procesos fisiológicos como 

transducción de señales, proliferación celular y expresión de genes (Bedard y Krause, 2007; 

Droge, 2002). Todo lo anterior derivado, principalmente, de la producción controlada de ERO 

por las enzimas NOX. De acuerdo a Aguirre et al., (2005), existe evidencia del importante 

papel que tiene los ERO en diversos procesos fisiológicos celulares, por ejemplo: el 

incremento de ERO durante la diferenciación celular; la existencia de enzimas productoras 

de ERO (NOX); la participación de estas enzimas en procesos de desarrollo y, finalmente, la 

conservación de mecanismos de transducción de señales usadas para detectar ERO. 

Enzimas antioxidantes. Debido a los daños que ocasionan los ERO, los organismos debieron 

desarrollar mecanismos para neutralizar, en lo posible, su efecto nocivo. Los principales 
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mecanismos celulares para ello, son las enzimas antioxidantes como: superóxido dismutasa 

(SOD), catalasa y glutatión peroxidasa.  

- Superóxido dismutasa: La función de esta familia de enzimas es la dismutación del ion-

anión superóxido, con la consecuente producción de peróxido de hidrógeno y dioxígeno 

(Figura 1.5./1). Estas enzimas necesitan de cofactores como Mn2+, Fe2+, Cu2+ o Zn2+. En 

el caso de los hongos, se ha reportado la existencia de dos tipos de SOD, localizadas 

principalmente en el citosol y la mitocondria (Weisiger y Fridovich, 1973; Crapo et al., 

1992). 

- Catalasa: Su función radica en la descomposición del H2O2, produciendo H2O y 

dioxígeno, para lo cual requieren de dos moléculas del peróxido, utilizando una como 

agente reductor y la otra como agente oxidante (Figura 1.5./2). Respecto a los hongos, la 

estructura y función de estas enzimas es diversa, específicamente en episodios de estrés 

oxidante que ocurre durante su crecimiento y desarrollo (Bussink y Oliver, 2001; Scherer 

et al., 2002; Chagas et al., 2008). En el caso de los hongos entomopatógenos, Wang et 

al., (2013) han descrito la función y localización de 5 catalasas en B. bassiana. 

- Glutatión peroxidasa: Se clasifica como una selenoproteína, debido al aminoácido 

selenocisteína que la conforma y que se localiza en el sitio activo de esta enzima. Su 

función es, como en el caso de la catalasa, la degradación del H2O2 solo que, a 

diferencia de ella, requiere el glutatión como agente reductor. Los productos de tal 

reacción son agua y glutatión oxidado (Figura 1.5./3). Su concentración dentro de la 

célula es milimolar, no se encuentra en plantas superiores ni bacterias, sin embargo sí se 

ha reportado en hongos (Cárdenas-Rodríguez et al., 2008). 

 
Figura 1.5. Sustratos y productos de reacción de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (1), catalasa 

(2) y glutatión peroxidasa (3).  
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1.6. Solutos compatibles: definición, características, presencia en hongos, naturaleza 

química, protección a diversas condiciones de estrés. 

El término soluto compatible puede aplicarse a compuestos que pueden proteger 

macromoléculas y células en condiciones de estrés como son altas temperaturas, 

desecación y congelamiento (da Costa et al., 1998). Estos pueden ser azúcares, polioles, 

aminoácidos y sus derivados, y se caracterizan por ser compatibles con el metabolismo 

celular aun en concentraciones molares (Kurz, 2008). En el caso de los polioles y la 

trehalosa (disacárido), se ha estudiado la participación que tienen en la protección en 

membranas y proteínas celulares (Carpenter y Crowe, 1988; Colaco et al., 1992; Crowe et 

al., 1988). Estos compuestos se han asociado con el incremento en la resistencia a altas 

temperaturas, germinación acelerada, así como aumento en la patogenicidad,  (Fillinger et 

al., 2001; Hallworth y Magan, 1994b; 1995).  

Tales compuestos, además de estar asociados en respuestas celulares ante situaciones de 

estrés, son utilizados como carbohidratos de almacenamiento, siendo los más comunes para 

este fin el glicerol, manitol, eritritol, arabitol y trehalosa (Blumenthal, 1976). Se sabe que 

muchos hongos acumulan carbohidratos de almacenamiento cuando se desarrollan en 

medios ricos en fuente de carbono (Pfyffer y Rast, 1980). De acuerdo a Lee (1967), en su 

estudio con Aspergillus sp., cuando se creció a este hongo en un medio con glucosa como 

fuente de carbono, el 34% de ésta se utilizó para el crecimiento del hongo, mientras que el 

53% fue usado para la formación de polioles.  

Manitol. Es un polialcohol, derivado de la fructuosa por hidrogenación de grupos carbonilo 

para formar grupos hidroxilo. Su fórmula química es C6H8(OH)6 (Fig. 1.6./A). Es una de las 

moléculas más abundantes de almacenamiento de carbón y energía que existen en la 

naturaleza, producido por una gran diversidad de organismos como bacterias, levaduras, 

hongos, algas, líquenes y numerosas plantas (Wiselink et al., 2002). En hongos, este 

compuesto ha sido asociado en el incremento en la resistencia a diversos factores como 

radiación UV-B  y temperatura (Rangel et al., 2008a), desecación (Zakharova et al., 2013), 

así como en procesos infectivos (Calmes et al., 2013). En estudios hechos con hongos 

entomopatógenos, se evidenció que el manitol es el poliol que se encuentra en mayor 

concentración en los conidios de M. anisopliae, B. bassiana y P. farinosus cuando éstos se 

desarrollan en cultivos con glucosa como fuente de carbono (Hallsworth y Magan, 1994a, 

1997).  
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Figura 1.6. Estructuras químicas del poliol manitol (A) y el disacárido trehalosa (B). Ambos son considerados 

como carbohidratos de almacenamiento, así como compuestos que participan en la protección a diversos tipos de 
estrés. 

 

Trehalosa. Es un disacárido no reductor, formado por dos moléculas de glucosa. Su fórmula 

química es C12H22O11 (Fig. 1.6./B). Este compuesto se encuentra en una amplia variedad de 

organismos como bacterias, hongos, protozoarios y plantas (Fillinger et al., 2001). En 

hongos, este disacárido es muy común en etapas reproductivas y vegetativas (Elbein, 1974); 

la síntesis de este disacárido se intensifica en procesos de diferenciación celular, así como 

en periodos de escases de nutrientes (Thevelein, 1984), por ello ha sido considerado como 

un carbohidrato de reserva que, en procesos como el de germinación, es metabolizado (Van 

Laere, 1989). Al igual que el manitol, la trehalosa ha sido asociada con incrementos en la 

resistencia a estados de estrés celular como: altas temperaturas (McBride y Ensign, 1987; 

Rangel et al., 2008a), choque hiperosmótico (Mackenzie et al., 1988), desecación 

(Zakharova et al., 2013), procesos infectivos (Salmerón-Santiago et al., 2011). En diversas 

investigaciones se ha evidenciado que la principal contribución de este compuesto ante 

condiciones adversas es la protección a las proteínas, así como la integridad de la 

membrana (Crowe et al., 1984; Colaco et al., 1994). 

1.7. Estrés celular y protección cruzada (cross protection): Definición de estrés celular, 

factores y condiciones causantes de estrés, respuesta celular, estrés subletal, 

concepto de protección cruzada y ejemplos de ello en hongos entomopatógenos. 

Todos los organismos vivos se caracterizan porque, para su óptimo desarrollo, precisan de 

determinadas condiciones: pH, presión atmosférica, radiación, temperatura, osmolaridad, 

disponibilidad (o no) de oxígeno, etc. Cualquier cambio respecto a estas condiciones puede 

comprometer su desarrollo y, más aún, cuando estos cambios son extremos, su 

supervivencia. Una condición de estrés puede definirse, de manera general, como aquella 

A B 
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que ocasiona una reducción en la tasa de crecimiento (Ruis y Schüller, 1995).  El estrés 

celular, por tanto, puede definirse como cualquier condición ambiental que amenaza la 

supervivencia celular, o al menos impide su desarrollo óptimo (Hohmann y Magan, 2003a). 

En la tabla 1.8., se enlistan los diversos factores reportados que ocasionan estrés celular en 

levaduras (Mager y Moradas-Ferreira, 1993; Mager y Varela, 1993; Piper, 1993). 

Tabla 1.8. Factores causantes de estrés celular en levaduras.  

Factor  

Carencia de nutrientes 

Uso de fuentes de carbono no fermentables 

Oxígeno, metabolitos del oxígeno 

Altas temperaturas 

Bajas temperaturas 

Iones de metales pesados 

Alta osmolaridad 

Baja osmolaridad 

Valores bajos o altos de pH 

Agentes dañinos del ADN 

Altas concentraciones de etanol 

Desecación 

 

La respuesta celular ante una condición de estrés, implica la activación de algunas 

proteinquinasas o el metabolismo del disacárido trehalosa. Lo anterior con dos finalidades 

principalmente: proveer a la célula de una protección inmediata (aunque limitada), y el inicio 

de respuestas retardadas como es la síntesis de proteínas de choque térmico (HSP) o 

enzimas que degraden los radicales tóxicos del oxígeno, tales respuestas retardadas 

permitirán la protección a largo plazo, permitiendo la adaptación celular a un estrés 

persistente (Ruis y Schüller, 1995). Entre los daños celulares que desatan una respuesta 

antiestrés está: la desnaturalización de proteínas (Craig y Gross, 1991), acidificación interna 

(Coote et al., 1991), alteración en las estructuras del citoesqueleto (Chowdhury et al., 1992), 

además de los cambios en los niveles del AMP cíclico (Piper, 1993). A nivel del genoma, 

resulta interesante que, en condiciones de estrés, en la mayoría de los genes, se disminuye 

o anula su expresión, mientras que sólo una minoría la incrementa. Por lo anterior, se ha 

estudiado el papel de componentes celulares sensibles a situaciones de estrés que forman 

parte del sistema de transcripción celular. Ejemplos de ello son los elementos de choque 

térmico (HSE’s), los factores de transcripción de choque térmico (HSF’s) y los elementos de 
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respuesta a estrés (STRE’s). Un ejemplo de los factores y efectos que influyen en los 

STRE’s se observa en la figura 1.7.  

 
Figura 1.7. Efectos que inducen la activación de los Elementos de Respuesta a Estrés (STRE’s) y los factores 

controlados por éste (modificado de Ruis y Schüller, 1995). 

 
Existe un tipo de estrés que ha sido estudiado de manera particular por los relevantes 

resultados que se han encontrado en él, el llamado “estrés subletal”. El término subletal, 

refiere los cambios repentinos, mas no extremos, en las condiciones de crecimiento de los 

microorganismos; hay que considerar que, a pesar de lo que puede sugerir la palabra, este 

tipo de estrés puede causar la muerte de altas proporciones de células que se exponen al 

mismo y, aun las que sobreviven, presentan daños considerables al menos inicialmente, los 

cuales propician respuestas sistémicas no específicas a una sola condición (Hohmann y 

Magan, 2003b). Precisamente es que, por esta respuesta inespecífica, se han encontrado 

diversos casos en los que, al exponer a un microorganismo a un estrés subletal específico, 

se encuentra que dicho microorganismo no sólo es resistente a un estrés de igual naturaleza 

pero de mayor magnitud, sino que tal resistencia se presenta ante estrés de diferente 
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naturaleza. Este interesante fenómeno ha sido llamado “protección cruzada” o cross 

protection en inglés. Algunos ejemplos de esto encontrados en hongos entomopatógenos, se 

enlistan en la Tabla 1.9. 

Tabla 1.9. Casos de protección cruzada en hongos entomopatógenos. 

Hongo 
entompatógeno 

Estrés subletal 
Protección 

cruzada 
Referencia 

Metarhizium 
anisopliae 

Osmótico 
(NaCl 0.4 M) 

Temperatura 
(45°C- 3 h) 

Rangel et al., 2008a 

M. anisopliae 
Temperatura 

(45°C- 40 min) 
Radiación  

(UV-B) 
Rangel et al., 2008a 

M. anisopliae 
Alcalino 

pH 9.45 (NaOH) 
Radiación  

(UV-B) 
Rangel y Roberts, 2007 

M. anisopliae 
Nutritivo 

(Sin fuente de C) 
Radiación  

(UV-B) 
Rangel et al., 2008a 

M. anisopliae 
Oxidante 

(Menadiona 0.1 M) 
Temperatura 
(45°C- 3 h) 

Rangel et al., 2008a 

Isaria 
fumosorosea 

Oxidante 
(26% O2) 

Temperatura 
(38°C y 40°C) 

Osmótico 
(NaCl 0.5 M) 

Miranda-Hernández et al., 
2014 

 

En la búsqueda de la explicación del fenómeno de protección cruzada, es imprescindible el 

estudio genético de los microorganismos en los que se ha evidenciado este efecto. 

Específicamente, es necesario el estudio de la expresión de los genes o proteínas que se ha 

comprobado que participan en ello. De acuerdo a Hohmann y Magan (2003b), el criterio para 

identificar los genes implicados en la adquisición de resistencia a estrés, se basa en que el 

silenciamiento o la sobreexpresión del gen en cuestión, propicien un fenotipo de mayor 

relevancia, esto es, que aumente o disminuya su crecimiento o sobrevivencia a elevadas 

temperaturas u osmolaridad. 

1.8. Expresión de genes. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). En el año de 1993, Kary Mullis ganó el Premio 

Nobel en química por el desarrollo de la técnica que permitía estudiar la replicación de uno o 

varios genes in vitro. Los componentes para una reacción de PCR se enlistan en la Tabla 

1.9. 
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Tabla 1.10. Componentes de la solución para la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR).  

Componente Función 

Cebadores o primers 

Segmento de ADN. Usado como punto de 
inicio para la replicación hecha por la 

polimerasa. Complementarios al extremo 3’ 
de cada hebra de la porción ADN objetivo 

Desoxinucleótidos trifosfato (dNTP’s) 
Nucleótidos que tienen tres grupos fosfato. 

A partir de ellos, la polimerasa puede 
sintetizar las nuevas cadenas de ADN 

Solución buffer 
Provee un medio químico adecuado para la 
correcta actividad de la enzima polimerasa 

ADN polimerasa 

Enzima que se encarga de la replicación 
del material genético. Frecuentemente se 

usa la extraída de la bacteria Thermus 
aquaticus o Taq polimerasa. 

Muestra de ADN Material genético del organismo objetivo 

 

Esta técnica, conocida como Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), se compone de 3 

pasos: 

1. Desnaturalización: En este paso se busca la desnaturalización del ADN, a partir de 

su exposición a temperaturas cercanas a los 100°C. 

2. Hibridación: Se baja drásticamente la temperatura, considerando la temperatura de 

hibridación o alineamiento (Tm) característica de los cebadores o primers utilizados. 

3. Elongación: En este paso se considera la temperatura óptima de la enzima 

polimerasa (72°C), para conseguir la replicación del material genético objetivo. 

Estos tres pasos integran el ciclo del método (Fig. 1.8.), y el número de ciclos dependerá de 

las metodologías adoptadas en cada experimento. Por ejemplo, con 40 ciclos de una 

reacción ideal de PCR, una sola molécula de ADN producirá aproximadamente 1012 

amplicones, que son las réplicas obtenidas en cada ciclo (Krebs et al., 2011).  
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Figura 1.8. Ciclo de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), para la amplificación de un gen 

objetivo. Este método consta de tres pasos: Desnaturalización (1), Hibridación (2) y Elongación (3).  
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2. ANTECEDENTES 

Entre los hongos entomopatógenos más utilizados para la elaboración comercial de 

micoinsecticidas y micoacaricidas, se encuentran Metarhizium anisopliae, Beauveria 

bassiana e Isaria fumosorosea (de Faria y Wright, 2007). Hay que considerar que, en la 

selección de un hongo para su uso comercial, no sólo se requiere una probada 

patogenicidad de éste hacia los organismos objetivo sino, además, su capacidad de 

sobrevivencia en el lugar donde es requerido, características de crecimiento y esporulación, 

además de estabilidad genética (Tarocco et al., 2005).  

A través de los años, diversos métodos de cultivo han sido evaluados con el objetivo de 

incrementar la producción y/o calidad de los conidios (unidades infectivas) de los hongos 

entomopatógenos. Ejemplo de lo anterior es, la evaluación del medio de cultivo (Kamp y 

Bidochka, 2002; Mascarin et al., 2010), cultivos bifásicos (Qiu et al., 2013), relación carbono-

nitrógeno (Gao y Liu, 2010), uso de texturizantes (Nuñez-Gaona et al., 2010; Angel-Cuapio, 

2011), concentración de oxígeno (Tlecuitl-Beristain et al., 2010). Un método que 

recientemente ha sido estudiado, es la exposición de los hongos a condiciones no óptimas 

de crecimiento. En tales investigaciones, se ha reportado que esas condiciones han 

propiciado el incremento en la calidad de conidios (Rangel et al., 2008b; Rangel y Roberts, 

2007; Miranda-Hernández et al., 2014). 

En el año 2010, se publicó el primer estudio científico en el que se evaluó la respuesta de un 

hongo entomopatógeno a una atmósfera rica en oxígeno (Tlecuitl-Beristain et al., 2010). En 

él se reporta que, al exponer al hongo M. anisopliae a una atmósfera con 26% O2, este 

duplicó su producción de conidios respecto a lo producido por este mismo hongo en una 

atmósfera normal (21%O2), sin encontrar cambios en los parámetros de calidad 

(germinación, hidrofobicidad, infectividad). Por otra parte, Garza-López et al., (2012) 

estudiaron el efecto de dos atmósferas distintas a la normal (16% y 26% O2) en el hongo B. 

bassiana. En esa investigación, la producción de conidios se incrementó en al menos 82% 

cuando se expuso al hongo a las atmósferas modificadas (transcurridos 2 d), aunque al final 

del tiempo de cultivo (8 d), los rendimientos en todos los tratamientos fueron similares. En 

ese estudio, el porcentaje de germinación de los conidios producidos en las atmósferas 

modificadas resultó menor comparativamente con la atmósfera normal. 
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En una etapa anterior de la presente investigación (Miranda-Hernández, 2010), se estudió el 

efecto de una atmósfera enriquecida (26% O2) en la producción y calidad de los conidios de 

4 hongos entmopatógenos: M. anisopliae, B. bassiana y dos cepas de I. fumosorosea. Entre 

los resultados más relevantes se encontró que, tanto en una de las cepas de I. fumosorosea 

(ARSEF 3302), como en M. anisopliae, la atmósfera modificada propició un incremento en la 

producción de conidios. Además, en el caso de M. anisopliae y ambas cepas de I. 

fumosorosea, los conidios producidos en la atmósfera rica en oxígeno presentaron una 

mayor viabilidad, además de incrementar su resistencia a altas temperaturas. 

Uno de los tópicos más interesantes que ha sido estudiado recientemente, es la participación 

de enzimas antioxidantes como la catalasa y superóxido dismutasa, en importantes procesos 

celulares de los conidios de hongos entomopatógenos, como la germinación, infectividad, 

resistencia a temperatura, resistencia a radiación UV-A y B (Morales-Hernández et al., 2010; 

Wang et al., 2013; Xie et al., 2010 y 2012).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

En los próximos años, el sector agrícola tendrá que incrementar su producción para cumplir 

con las necesidades de una población humana en continuo crecimiento, esto tendrá que 

hacerse sin dañar al ser humano ni al medio ambiente. Una de las principales acciones para 

lograr tal incremento, será combatir las plagas que afectan los campos agrícolas ya que, de 

acuerdo a Oerke et al., (1994), se estima que existen aproximadamente 67,000 especies de 

plagas, que ocasionan alrededor del 40% de pérdidas en cultivos agrícolas a nivel mundial. 

Si bien, de manera general, las malezas son las causantes de la mayoría de las pérdidas en 

cultivos de interés humano (34%), las plagas animales representan hasta el 18% de las 

mismas (Oerke, 2006).  

Paradójicamente, a pesar de que el uso de los plaguicidas químicos se ha incrementado 

durante los últimos 40 años, las pérdidas en los cultivos no han disminuido. Aunado a lo 

anterior, se han hecho evidentes los diversos problemas que conlleva el uso de este tipo de 

plaguicidas, por ejemplo: desarrollo en la resistencia de los insectos plaga (Dawkar et al., 

2013), toxicidad para el ser humano (Cornell University, 2014), residuos químicos tóxicos de 

plaguicidas caducados (FAO, 2004), etc.  

Debido a lo anterior, es necesario el desarrollo de alternativas viables para el control de 

plagas, como son los métodos de control biológico, entre los cuales se incluye el uso de 

hongos entomopatógenos. Sin embargo, para incrementar su uso comercial,  tales métodos 

requieren mejorar en ciertos aspectos como (Lacey et al., 2001):  

1. Incrementar su virulencia y velocidad para matar. 

2. Un adecuado desarrollo bajo condiciones ambientales adversas. 

3. Mayor eficiencia en su producción. 

4. Aceptación de parte de los productores y de la sociedad en general. 
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4. HIPÓTESIS 

Los pulsos de una atmósfera enriquecida (26% O2), administrados durante el crecimiento de 

los hongos entomopatógenos Isaria fumosorosea (2 cepas), Beauveria bassiana y 

Metarhizium anisopliae, tendrán un efecto en la infectividad y calidad de los conidios de 

estos hongos, involucrando una respuesta antioxidante de los mismos. 

5. OBJETIVOS 

5.1. General 

Estudiar el efecto de una atmósfera rica en oxígeno (26% O2) en la infectividad y calidad de 

cuatro cepas de hongos entomopatógenos. 

5.2. Particulares 

Evaluar y comparar la infectividad y calidad de los conidios de cuatro hongos 

entomopatógenos producidos bajo dos tipos de atmósferas: Normal (21% O2) y enriquecida 

(26% O2). 

Estudiar la concentración de los compuestos trehalosa y manitol en los conidios de cuatro 

hongos entomopatógenos, como una probable respuesta a la condición propiciada por la 

atmósfera enriquecida. 

Cuantificar la concentración de Especies Reactivas del Oxígeno (ERO) en los conidios de 

dos cepas de Isaria fumosorosea, considerando el probable efecto oxidante de la atmósfera 

enriquecida en éstas. 

Determinar las posibles diferencias en la actividad de dos enzimas antioxidantes, catalasa y 

superóxido dismutasa, en los conidios de dos cepas de I. fumosorosea expuestos a dos 

concentraciones  atmósferas (21% y 26% O2). 

Encontrar las secuencias, aún parciales, de uno o más genes de enzima catalasa del hongo 

entomopatógeno I. fumosorosea. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Microorganismos 

Se utilizaron cuatro cepas de tres especies de hongos entomopatógenos (Fig. 6.1.). La cepa 

Beauveria bassiana 882.5, pertenece a la colección del laboratorio de Enzimología de 

Hongos Filamentosos de la UAM Iztapalapa. Esta es una cepa mutante por radiación UV, 

que  se derivó de la cepa silvestre B. bassiana 88 (Robledo-Monterrubio et al., 2009). La 

cepa Metarhizium anisopliae CP-OAX, pertenece a la colección del Colegio de 

Posgraduados (Montecillo, Texcoco), bajo la responsabilidad de la Dra. Raquel Alatorre. La 

cepa Isaria fumosorosea CNRCB1, pertenece al Centro Nacional de Referencia de Control 

Biológico (Colima, México). La cepa Isaria fumosorosea ARSEF 3302, pertenece a la 

colección de cultivos de hongos entomopatógenos del Departamento de Investigación 

Agrícola (ARSEF) perteneciente del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de 

América (USDA), con número de catálogo 3302. Todas las cepas han sido identificadas por 

métodos de biología molecular y cuentan con número de acceso en la Base de Datos de 

Secuencias Genéticas (GenBank) del National Institutes of Health (NIH) de los Estados 

Unidos de América  (Tabla 6.1.). Para su conservación, cada una de las cepas se creció en 

medio harina de avena y, transcurridos 10 días, pequeños trozos de agar (≈ 5 mm por lado) 

se colocaron en viales de vidrio con agua desionizada estéril manteniéndose a una 

temperatura de 4°C. La propagación de los cuatro hongos se hizo en matraces de 250 mL 

que contenían 50 mL de medio harina de avena (Tlecuitl-Beristain et al., 2010), incubándose 

a una temperatura de 28°C durante 10 días. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1. Hongos entomopatógenos M. anisopliae , I. fumosorosea y B. bassiana,  creciendo en medio PDA. 

 

Metarhizium Isaria 

Beauveria 
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Tabla 6.1. Números de acceso al GenBank de los hongos entomopatógenos estudiados y las publicaciones 

donde se reportaron. 

Hongo entomopatógeno 
No. Acceso 
GenBank 

Publicación 

Metarhizium anisopliae  
CP-OAX 

FJ876298 Tlecuitl-Beristain et al., (2010) 

Beauveria bassiana 88 HM189220 Montesinos-Matías et al., (2011) 

Isaria fumosorosea CNRCB1 HM209049 Miranda-Hernández et al., (2014) 

Isaria fumosorosea ARSEF3302 HM209050 Miranda-Hernández et al., (2014) 

 

6.2. Medio harina de avena 

Este medio se utilizó para la propagación y conservación de los hongos, así como para todos 

los experimentos realizados. Tal selección se hizo ya que, en este medio, se encontró la 

mayor producción de conidios en I. fumosorosea CNCRB1, M. anisopliae CP-OAX y B. 

bassiana 882.5 (Miranda-Hernández, 2010). Esta composición fue publicada por Tlecuitl-

Beristain et al., (2010) y es (g L-1): Harina de avena (33.3); Agar bacteriológico (15, BIOXON) 

y Peptona de carne (10, BIOXON). 

6.3. Atmósferas estudiadas 

Se investigó la influencia de dos atmósferas en la infectividad y calidad de los conidios de los 

hongos entomopatógenos. Una de ellas, fue una atmósfera normal (que en adelante se 

identificará como AN) con una concentración de oxígeno de 21% O2; la otra, una atmósfera 

enriquecida con 26% O2 (que en adelante se identificará como 26), la cual se aplicó a las 

unidades experimentales, durante 1 minuto, cada 24 h. En todos los casos, se utilizaron 

botellas serológicas de 125 mL que contenían 10 mL de medio harina de avena. Estas 

botellas se inocularon con 1 x 107 conidios (equivalente a 5.6 x 105 con cm-2 en la superficie 

de la botella), que provenían de cultivos en matraces de 250 mL con 50 mL de medio harina 

de avena (10 días). En el tratamiento AN, las botellas conservaron los tapones de algodón 

durante todo el periodo de crecimiento, es decir, hasta el tiempo en el que se realizó cada 

una de las pruebas señaladas. En el caso del tratamiento 26, una vez transcurridas 60 h 

después de ser inoculadas las botellas, se cambió la atmósfera de las mismas, a una 

concentración de 26% O2. Para lo anterior, en cada unidad experimental, se sustituyó el 

tapón de algodón por un tapón de plástico y se selló el mismo a la boca de la botella con 

cinta de parafina plástica (PARAFILM) como se muestra en la Fig. 6.2. Una vez hecho esto, 

se inyectó aire, proveniente de un tanque (PRAXAIR), con la concentración de O2 indicada, a 

un flujo de 20 cm3 s-1, durante un minuto, con ayuda de una aguja de salida (purga). La 
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inyección de esta atmósfera se realizó cada 24 h, hasta el momento de la evaluación 

especificada en cada uno de los experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2. Inyección de una atmósfera enriquecida (26% O2) a una botella serológica con medio harina de avena 
en el que crece M. anisopliae. 

 

6.4. Bioensayo 

Las pruebas de infectividad son de gran importancia en la evaluación de la calidad y 

efectividad en los hongos entomopatógenos. Esta prueba se realizó para los hongos 

estudiados con excepción de M. anisopliae, ya que los resultados obtenidos con este hongo 

fueron reportados en la tesis de maestría (Miranda-Hernández, 2010). 

Beauveria bassiana. Transcurridas 156 h, se cosecharon, con Tween 80 (0.05% v/v), los 

conidios de ambos tratamientos atmosféricos (AN y 26). Se estandarizaron suspensiones de 

conidios a una concentración final de 4.5 x 107 con/mL con ayuda de una cámara de 

Neubauer (Marienfeld). Se utilizaron larvas del insecto de la harina Tenebrio molitor 

(Coleóptera: Tenebrionidae), procurando seleccionar aquellas de tamaño homogéneo. Las 

unidades experimentales fueron cajas Petri de 90 mm con 10 larvas cada una. Para propiciar 

la infección, se siguió la metodología propuesta por Safavi et al., (2007) con ciertas 

modificaciones, brevemente: para cada tratamiento, se preparó un volumen de 20 mL de 

suspensión de conidios, con la concentración ya establecida, contenida en un tubo plástico 

de 50 mL. Cada grupo de larvas fue sumergido en esta suspensión durante 15 s. Para el 

tratamiento control, se siguió la misma metodología (20 mL; 15 s), con la diferencia que, en 

este caso, se sustituyó la suspensión de conidios por Tween 80 (0.05 %). Para cada 

tratamiento se utilizaron cinco unidades experimentales. A cada unidad experimental se le 



 
 

45 
 

agregó alimento para larvas (salvado de trigo y avena estériles en proporción 1:1), esto se 

hizo al inicio del experimento y cada que así fuese requerido. Las unidades experimentales 

se colocaron en una cámara húmeda, que  consistía en una caja de plástico, en cuyo fondo 

se colocó papel filtro estéril humedecido con agua destilada estéril, se colocó una tapa con 

orificios para permitir el libre paso del aire. Durante todo el experimento, la cámara húmeda 

se mantuvo en incubadora con fotoperiodos luz-oscuridad (12:12) y una temperatura de 

28°C. El experimento se realizó durante un periodo de 14 días. 

Isaria fumosorosea. Para ambas cepas se siguió la misma metodología descrita en el 

apartado de B. bassiana con las modificaciones que a continuación se describen. Se 

utilizaron larvas del insecto Galleria mellonella (Lepidóptera: Pyralidae), conocido como 

gusano de la cera, considerado plaga para los panales de abeja, y en diversas 

investigaciones se ha utilizado para evaluar la infectividad de los hongos entomopatógenos 

(Fang et al., 2009; Jabbour et al., 2011). Para las dos cepas y ambos tratamientos 

atmosféricos, se estandarizó una concentración final de 2 x 107 con/mL. El tiempo de 

inmersión de las larvas en las suspensiones de conidios fue de 5 segundos (Fang et al., 

2009). Este experimento se realizó en dos ocasiones en diferentes tiempos.  Para ambas 

cepas, el primer experimento se realizó durante 10 días; mientras que el segundo duró 6 

días. 

En todos los casos, la mortalidad se revisó diariamente. Una vez que se encontraban larvas 

muertas, estas se separaban de inmediato y se trasladaban a una nueva caja Petri, 

colocándose en una nueva cámara húmeda. De esta manera se estimuló el crecimiento del 

hongo en el cadáver (micosis) y se comprobó que la muerte fue ocasionada por el hongo 

(Fig. 6.3.). 
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Figura 6.3. Cadáveres de larvas de Tenebrio molitor infectados con B. bassiana (A) y de Galleria mellonella 
infectada con I. fumosorosea  (B). En ambos casos se evidencia la micosis, que confirma que  la muerte fue a 
causa del hongo. 
 

Los datos experimentales se ajustaron al modelo reportado por Rodríguez-Gómez et al., 

(2009): 

Y= (100-S)e-k(t-t
0

) + S, por lo que 

Y= 100; si 0 ≤ t ≤ t0 

Donde : 

Y: Porcentaje de sobrevivencia a un tiempo t 

k: tasa específica de muerte (d-1) 

t0: tiempo de retardo para que ocurra la primera muerte (d) 

S: Sobrevivientes (%) 

6.5. Pruebas de calidad 

Estas pruebas se realizaron con el propósito de analizar una posible protección cruzada 

generada por el tratamiento 26 y que, por consecuencia, propiciaría un incremento en la 

calidad de los conidios de los hongos entomopatógenos. El criterio para la elección de estas 

pruebas, fue que estas constituyen los principales factores que influyen en la disminución de 

la eficacia de los hongos entomopatógenos como agentes de control biológico (Liu et al., 

2012). 

A B 
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6.5.1.Termotolerancia 

La tolerancia a elevadas temperaturas es un factor importante para los conidios de los 

hongos entomopatógenos, una vez que éstos, de manera general, han sido clasificados 

como mesófilos (Cooney y Emerson, 1964). Este factor, está directamente relacionado con la 

persistencia y desarrollo de los conidios en campo (Magan, 1997). Además de lo anterior, 

algunos insectos son capaces de elevar su temperatura corporal, como una forma de 

contrarrestar la infección fúngica (Blanford y Thomas, 2000; Inglis et al., 1997; Ouedragogo 

et al., 2003). Esta prueba se realizó sólo para las dos cepas de I. fumosorosea (CNRCB1 y 

ARSEF3302), ya que los resultados correspondientes a B. bassiana 882.5 y M. anisopliae 

CP-OAX han sido reportados anteriormente (Miranda-Hernández, 2010). Para ambas cepas, 

esta prueba se realizó con base en la metodología reportada por Rangel et al., (2005), con 

algunas modificaciones. Transcurridas 156 h, se cosecharon los conidios (5 botellas) de 

ambos tratamientos atmosféricos (Tween 80, 0.05%).  La suspensión obtenida se filtró con 

gasa estéril y, hecho esto, se estandarizó a una concentración final de 1 x 104 con/mL. Un 

mL de esta suspensión se agregó a tubos de vidrio (8 mL) con tapa de rosca. Los tubos se 

colocaron en una gradilla, para después ser colocados en un baño de agua (Fig. 6.4.).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4. Tubos de vidrio con tapa de rosca que contienen 1 mL de suspensión de conidios de I. fumosorosea 

expuestos a un estrés térmico húmedo. 
 

Las temperaturas evaluadas fueron 38°C y 40°C.  La viabilidad de los conidios se evaluó 

considerando las unidades formadoras de colonias (UFC). Los tiempos de exposición a las 

temperaturas estudiadas fueron: 0 (control), 1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas. En cada tiempo, se 

tomaron dos tubos de manera aleatoria de cada tratamiento, se homogeneizó la suspensión 

con ayuda de un vórtex y 30 µL (aproximadamente 300 conidios) se colocaron y esparcieron 
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con ayuda de una varilla de vidrio en cajas Petri (90 mm x 15 mm) con 20 mL medio agar 

dextrosa Sabouraud (SDA, BIOXON) que contenía desoxicolato de sodio (0.5 g/L, Sigma-

Aldrich) que sirvió para compactar las colonias y facilitar el conteo. Las cajas se sellaron con 

Parafilm y se llevaron a incubación a una temperatura de 28°C, con un fotoperiodo de luz-

oscuridad de 12:12 h. Transcurridas 96 h, se realizó el conteo de UFC. Los porcentajes de 

viabilidad se calcularon comparando las UFC de cada tratamiento respecto a lo encontrado 

en el control, es decir: 

 

 

 

Los datos experimentales se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial (Miranda-

Hernández et al., 2014): 

S= S0 e –(kt) 

 

Donde: 

S: Viabilidad de los conidios a un tiempo t. 

S0: Viabilidad inicial (%). 

k: tasa específica del decaimiento en la viabilidad (h-1). 

t: tiempo (h). 

Usando este modelo, se puede estimar el tiempo en el que la viabilidad de los conidios ha 

disminuido a 50% en una temperatura dada, lo que se representa con el parámetro TS50 (h). 

Este experimento se realizó dos veces en diferentes ocasiones con réplicas en cada uno de 

ellos. 

6.5.2. Germinación 

La germinación es una de las primeras pruebas que permiten determinar la calidad de los 

conidios de los hongos entomopatógenos (Jenkins y Grzywacz, 2000; Lopes et al., 2013). 

Para los cuatro hongos estudiados se siguió la misma metodología, con excepción de los 

tiempos de evaluación que se especifican abajo. Transcurridas 156 h, se cosecharon los 
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conidios de ambos tratamientos atmosféricos con Tween 80 (0.05%). Se estandarizaron 

suspensiones a una concentración de 1 x 108 con mL-1 y 30 µL de ésta (aproximadamente 3 

x 106 conidios), se adicionaron a cajas Petri que contenían medio SDA (tres por tratamiento). 

El inóculo se distribuyó uniformemente con ayuda de una varilla de vidrio. Las cajas se 

sellaron con Parafilm y se incubaron a 28°C. En cada tiempo de muestreo, se cortó un 

pedazo de medio y se registró la germinación de los conidios (al menos 100) con ayuda de 

un microscopio (40 X). Un conidio se consideró germinado, siempre y cuando la longitud del 

tubo germinativo fuera mayor al diámetro del mismo (Ibrahim et al., 2002). Los tiempos de 

evaluación fueron: I. fumosorosea 4, 6, 8 y 10 h; B. bassiana 2, 4, 8 y 10 h y M. anisopliae  4, 

6, 8, 10 y 12 h. Este experimento se realizó dos veces en diferentes ocasiones con réplicas 

en cada uno. 

6.5.3. Germinación en condiciones de hiperosmolaridad 

Los conidios pueden afrontar una condición de hiperosmolaridad tanto en el campo donde es 

asperjado, como una vez dentro del insecto, donde existe una alta presión osmótica en la 

hemolinfa (Wang et al., 2008). Para esta prueba, se consideraron los valores de actividad de 

agua (aw), reportados por Hallsworth y Magan (1999), para el crecimiento óptimo de  M. 

anisopliae, Paecilomyces farinosus (actualmente Isaria farinosa) y B. bassiana. Dichos 

valores fueron, para M. anisopliae y P. farinosus, de un rango de 0.99-0.97; mientras que 

para B. bassiana es de 0.998, el máximo valor estudiado en el reporte citado. Por lo anterior, 

se evaluó la germinación de los hongos entomopatógenos en valores de aw que estuviesen 

en el umbral mínimo de crecimiento óptimo. El medio utilizado para esta prueba fue SDA 

adicionando cloruro de sodio para disminuir el valor de aw. Así, para ambas cepas de I. 

fumosorosea y M. anisopliae la prueba se realizó con un valor de aw de 0.975 (0.5 M NaCl) y 

para B. bassiana fue de aw de 0.990 (0.2 M NaCl). En todos los casos, el valor de aw se 

determinó con ayuda de un equipo de medición de agua AQUALAB CX-2. La metodología 

utilizada para la germinación, fue la misma que se reporta en la sección 6.5.2. 

6.5.4. Resistencia a peróxido de hidrógeno 

Entre los retos a los que se enfrentan los conidios de los hongos entomopatógenos en su 

función como agentes de control biológico, se encuentra el estrés oxidante (Yueqing et al., 

2011). Una de las respuestas del sistema inmune de los insectos, una vez detectado un 

antígeno, es la producción de especies reactivas de oxígeno o ERO (Schmid-Hempel, 2005). 

Uno de los fines de esta prueba fue la de estudiar si, debido a que el tratamiento con la 
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atmósfera enriquecida puede propiciar la producción de especies reactivas de oxígeno , los 

microorganismos ya estaban preparados para enfrentar a un agente oxidante diferente al 

oxígeno y mantener su viabilidad. Para las cuatro cepas se siguió la misma metodología, con 

excepción de las concentraciones de peróxido de hidrógeno que se especifican al final de 

este apartado. A las 156 h, se recolectaron conidios de cada tratamiento (AN y 26), con 

Tween 80 0.05% (5 botellas de cada tratamiento). Se estandarizaron suspensiones a una 

concentración final de 1 x 106 con mL-1 y un mililitro de esta suspensión se puso en un tubo 

Eppendorf de 2 mL a los cuales se les adicionó el volumen necesario de H2O2 para obtener 

las concentraciones molares indicadas. Para el tratamiento control, se agregó Tween 80 en 

lugar de H2O2. Los tubos se incubaron a 28°C durante 30 minutos para, posteriormente, 

hacer una dilución 1:100 con agua desionizada estéril, obteniendo una concentración de 1 x 

104 con/mL. Esta dilución tuvo dos propósitos, obtener una concentración adecuada para 

conseguir la cantidad de conidios necesaria para evaluar su viabilidad y diluir la 

concentración de H2O2. De esta dilución, se agregaron 30 µL (aproximadamente 300 

conidios) a cajas Petri con medio SDA. Estas cajas se incubaron a 28°C durante 72 h y, 

transcurrido este tiempo, se cuantificaron las UFC tanto del control como de los tratamientos. 

Las concentraciones de H2O2 utilizadas fueron, para ambas cepas de I. fumosorosea y B. 

bassiana, de 10, 15, 25 y 50 mM. Mientras que para M. anisopliae fueron de 10, 25, 50 y 75 

mM. El porcentaje de viabilidad se calculó con la fórmula presentada en la sección 6.5.1. Los 

datos experimentales, se ajustaron al modelo usado para la prueba de termotolerancia, lo 

cual permite calcular el parámetro “concentración letal 50” o CL50, esto es, la concentración 

de H2O2 (mM) en la que el 50% de los conidios permanecen viables. 

6.6. Cuantificación de trehalosa y manitol 

En investigaciones anteriores, se ha enfatizado la participación del disacárido trehalosa y el 

polialcohol manitol en el desarrollo de resistencia a diversos tipos de estrés en gran variedad 

de microorganismos (Hottiger et al., 1994; Uyar et al., 2010; Rangel et al., 2008a). Para M. 

anisopliae y B. bassiana, los conidios se cosecharon a las 132 h. Mientras que, para ambas 

cepas de I. fumosorosea, los conidios se cosecharon transcurridas 156 h. La metodología 

que se utilizó para este experimento fue la reportada por Hallsworth y Magan (1997) con 

algunas modificaciones. Una vez cosechados los conidios con agua grado HPLC 

(Mallinckrodt), estas suspensiones se filtraron con ayuda de gasa estéril y se comprobó que 

no tuviesen restos de gasa o micelio, visualizándolas con ayuda de una cámara de Neubauer 
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y microscopio (40X). Se estandarizaron las suspensiones a una concentración final de 4x107 

con/mL. Un mililitro de estas suspensiones se adicionó a tubos Eppendorf de 2 ml y estos se 

sonicaron durante 2 min (Cole-Parmer 8892) y expusieron a agua hirviendo por 5.5 min. 

Hecho esto, las suspensiones se filtraron con un filtro de nylon para jeringa de 0.2 µm 

(NALGENE™) y se inyectaron a un equipo de HPLC (AGILENT 1260) utilizando una 

columna AMINEX HPX-42A (Bio-Rad™) y un detector de índice de refracción (IR). Para la 

curva estándar, se utilizó trehalosa y manitol grado HPLC (Sigma-Aldrich™). El tiempo de 

retención para la trehalosa fue de 15.7 min y para el manitol de 21.5 min (Anexo A). La 

concentración de ambos compuestos en los conidios, se calculó como microgramos de cada 

uno de los compuestos por conidio por 107 (µg con-1·107).  

Las pruebas que a continuación se describen, se realizaron exclusivamente para las dos 

cepas de I. fumosorosea. Esto se decidió debido a que, el efecto más significativo del 

tratamiento 26% O2 (incremento en la calidad de los conidios), se observó en ambas cepas 

de I. fumosorosea ARSEF3302 y CNRCB1 (Anexo B). Para todas las pruebas que a 

continuación se describen, los conidios de ambos tratamientos se recolectaron cumplidas 

156 h de cultivo. 

6.7. Cuantificación de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

Un planteamiento constante en esta investigación fue si la exposición al tratamiento 26 de 

los hongos entomopatógenos, propiciaba un incremento en la formación de ERO y de ser 

así, si esto, a su vez, ocasionaba diferencias con la actividad de enzimas antioxidantes. Para 

la cuantificación de especies reactivas se utilizaron los reactivos 2’,7’-

diclorodihidrofluorosceína diacetato (DCFH, Invitrogen™ D-399) y dihidroetidio (DHE, 

Invitrogen D-1168). Las membranas celulares son permeables a la forma esterificada de 

DCFH, por lo que este compuesto entra libremente a la célula y, una vez dentro, es 

desacetilado por esterasas y, por tanto, permanece en el interior de la célula. Cuando este 

compuesto es oxidado, especialmente por peróxidos (Gómez-Quiroz et al., 2008), se forma 

un producto verde fluorescente el cual puede ser cuantificado por fluorometría (Anexo C). Es 

importante establecer que, de acuerdo a lo publicado por Owusu-Ansah et al., (2008), este 

compuesto, no debería considerarse como una prueba específica del incremento en la 

producción de ROS, sino como un indicador del grado general de estrés oxidante celular. El 

DHE es un compuesto usado con frecuencia, debido a su capacidad para permear 

libremente por la membrana celular. Se caracteriza por reportar la producción del anión 
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superóxido (O2
-·). Una vez que este compuesto reacciona con O2

-·, forma un producto rojo 

fluorescente (etidio) que se intercala con el ADN (Anexo C). Se considera que el DHE es, 

quizá, el producto más específico y menos problemático en la detección del  O2
-· (Owusu-

Ansah et al., 2008). Se recolectaron los conidios de ambos tratamientos atmosféricos (3 

botellas por tratamiento) con buffer fosfato salino (PBS, pH: 7.4). Estas suspensiones se 

filtraron con gasa estéril y se estandarizaron a una concentración final de 6.675 x 106 

con/mL. Se utilizaron placas de 96 pozos, en las cuales se agregaron 200 µL de estas 

suspensiones más 5 µM de DCFH (Clavijo-Cornejo et al., 2013) y DHE. En el caso del 

reactivo DHE, la lectura se realizó inmediatamente después de agregar este reactivo; 

mientras que para el DCFH, se incubó la reacción en completa oscuridad durante 30 min y, 

posteriormente, se hizo la lectura. La fluorescencia se midió con el equipo Multimodal 

Detector DTX-880 (Beckman Coulter™) utilizando un filtro de acridina. La longitud de onda 

(nm) de excitación fue de 480 (DHFC) y 485 (DHE); mientras que la longitud de onda de 

emisión fue de 520 (DHFC) y 560 (DHE). En la muestra control, se agregó el volumen 

correspondiente de buffer PBS en sustitución de la suspensión de conidios. Para ambos 

tratamientos, la concentración de ERO se reporta considerando la fluorescencia de la 

muestra control como la unidad (1). 

6.8. Cuantificación de actividad superóxido dismutasa (SOD) 

Investigaciones recientes han relacionado a la enzima antioxidante SOD con el incremento 

en la virulencia y tolerancia a estrés en B. bassiana (Xie et al., 2010  y 2012). Por lo anterior, 

se realizó la cuantificación de actividad de esta enzima, como una posible explicación para el 

incremento en infectividad y resistencia a estrés de ambas cepas de I. fumosorosea. Se 

recolectaron los conidios de ambos tratamientos con Tween 80 (0.05%) y las suspensiones 

obtenidas se filtraron con gasa estéril. Se agregaron 2 mL de la suspensión filtrada a un tubo 

Eppendorf (3 repeticiones por tratamiento) y se agregaron perlas de zirconio (Braun). Estos 

tubos se agitaron en un equipo Mini Bead-Beater-1 (Biospec Products™) durante 2 minutos 

para, después de ello, centrifugarse a 8,000 g durante 1 min (Eppendorf™ 5402). Hecho 

esto, se separó el sobrenadante para la determinación de actividad enzimática de acuerdo al 

protocolo del SOD Assay Kit (Sigma-Aldrich™, # cat. 19160). Los valores de actividad 

obtenidos en cada muestra, se ajustaron con la cantidad de proteína presente, la cual fue 

cuantificada con el método de Bradford (1976), siguiendo las indicaciones del protocolo. Se 

realizó una curva estándar de actividad SOD con enzima comercial (Sigma-Aldrich™) y, a 
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partir de ella, determinar la actividad correspondiente a las muestras experimentales (Anexo 

D). Las unidades de actividad se establecieron de acuerdo a lo señalado en el manual del kit. 

6.9. Cuantificación de actividad catalasa 

En estudios previos con M. anisopliae y B. bassiana, se ha relacionado el incremento en la 

infectividad, germinación y resistencia a estrés, con un aumento en la actividad de la enzima 

antioxidante catalasa (Morales-Hernández et al., 2010; Ali et al., 2012). Más aún, Wang et 

al., (2013), han establecido al papel que tiene cada uno de los cinco tipos de enzima 

catalasa, en la adaptación a diversos tipos de estrés, así como en la infectividad en B. 

bassiana. Una vez recolectados los conidios con Tween 80 (0.05%), las suspensiones se 

filtraron con gasa estéril (tres réplicas por tratamiento). Dos mililitros de suspensión, se 

agregaron en tubos eppendorf, los cuales se sonicaron durante 5.5 min utilizando un 

sonicador Cole-Parmer 8892 (Cole-Parmer™). Posteriormente, las suspensiones fueron 

centrifugadas durante 5 min a 13,000 rpm (13,793 g) (Eppendorf™ 5402). El sobrenadante 

obtenido, se utilizó para medir la actividad catalasa de acuerdo al método ya reportado 

(Kawasaki y Aguirre, 2001; Lledías et al., 1998). Para determinar el oxígeno liberado, se 

utilizó el microelectrodo de Clark (YSI Oxygen Monitor, modelo 53, YSI™). Una unidad 

catalasa se definió como la cantidad de enzima que libera un nanoátomo de oxígeno atómico 

por minuto (na O min-1). En cada muestra estudiada, los resultados se ajustaron con la 

cantidad de proteína, la cual fue cuantificada por el método de Bradford. La actividad se 

reporta como U µg-1 de proteína. 

6.10. Genes de enzima catalasa 

Después de analizar los resultados de las enzimas antioxidantes en las dos cepas de I. 

fumosorosea, se consideró oportuno estudiar la expresión del gen, o genes correspondientes 

de la enzima catalasa en los dos tratamientos estudiados. Sin embargo, de acuerdo a la 

página del National Center for Biotechnology Information (NCBI), a la fecha no hay 

información del genoma de Isaria fumosorosea (NCBI Genome, 2014) y, por tanto, no existe 

información acerca de la secuencia de estos genes. Debido a ello, se propuso una 

alternativa para este estudio. La opción elegida fue el uso de cinco pares de cebadores 

(primers) degenerados, reportados en la investigación realizada por Wang et al., (2013) y 

que se presentan en el Anexo E. De acuerdo a los autores, estos cebadores se diseñaron a 

partir de regiones conservadas de secuencias alineadas de genes de catalasa ya 

secuenciados en otros hongos, todo ello utilizando la base de datos del GenBank (NCBI). 
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Los genes de cinco diferentes tipos de enzima catalasa, son los que se buscaron amplificar, 

los cuales son: catA (específica de espora), catB (secretada), catC (citoplasma), catD 

(secretada) y catP (peroxisomal). Lo anterior, de acuerdo al estudio ya citado. 

6.10.1. Extracción de ADN y Reaccción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Para comprobar si los cebadores utilizados generaban productos de amplificación, además 

de las dos cepas de I. fumosorosea, se incluyó, como control positivo, la cepa de B. bassiana 

882.5, ya que en el estudio de Wang et al., (2013) dichos cebadores se utilizaron 

exitosamente para B. bassiana. Las tres cepas se cultivaron en matraces de 250 mL que 

contenía 50 mL de medio harina de avena. Transcurridos 10 días, se recuperó la biomasa y 

se colocó en morteros estériles, a los cuales se les agregó continuamente nitrógeno líquido, 

al tiempo que las muestras se molieron con ayuda de un pistilo estéril, hasta obtener un 

polvo fino, el cual se colocó en tubos Eppendorf de 2 mL y se inició el proceso de extracción, 

para lo cual se utilizó el Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). Se comprobó que 

la extracción de ADN fuese exitosa por electroforesis. Mediante la técnica de biología 

molecular, Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), se estudió la amplificación de 

genes de enzima catalasa, utilizando los cebadores degenerados ya reseñados. La 

composición de la solución de reacción se describe en la Tabla 6.2. Las condiciones de PCR 

utilizadas se describen en la tabla 6.3. Inicialmente, se buscó la amplificación de los 5 genes 

en el control positivo (B. bassiana), para ello, se utilizaron dos temperaturas de hibridación 

(52 y 55°C). En el caso específico de catP, al ser este un gen relacionado en la infectividad y 

resistencia a estrés (Wang et al., 2013), se probaron tres temperaturas de hibridación (52, 55 

y 57°C), buscando la exitosa amplificación de este gen.  

Tabla 6.2. Composición de la solución de PCR utilizada en la búsqueda de la amplificación de 5 genes 

codificantes de enzima catalasa. 

 
 

Componente Concentración final óptima Volumen para 25 µL totales 

Agua inyectable - 15.375 

Buffer 1X 2.5 

MgCl2 2.5 mM 2.5 

dNTP’s 200 µM 0.5 

Primer F 1µM 1.25 

Primer R 1µM 1.25 

ADN 100 ng 1.5 

Taq Polimerasa 1.25 U/µL 0.125 
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Tabla 6.3. Temperatura y tiempo de las etapas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), usados en la 

búsqueda de amplificación de genes catalasa con primers degenerados. 

Paso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) 

1. Activación 94 2 

2. Desnaturalización 94 0.75 

3. Hibridación 52, 55, 57 0.75 

4. Extensión 72 1 

5. Elongación final 72 3 

 

6.10.2. Secuenciación e identificación de los genes amplificados 

Una vez determinados los genes que exitosamente fueron amplificados con la metodología 

descrita (6.10.1), se continuó con la secuenciación de estos productos de amplificación. Para 

ello, se purificó el mismo producto de PCR con el que se realizó la electroforesis. Una vez 

purificado el producto de PCR, se envió para su secuenciación, al Laboratorio Divisional de 

la UAM-Iztapalapa. Las secuencias obtenidas, se ingresaron al programa Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST, NCBI), con el cual  se obtuvo la identificación de los genes 

estudiados. 

6.11. Análisis estadístico 

La prueba de comparación de medias t Student, se utilizó para el análisis de los datos 

experimentales obtenidos en las pruebas de: bioensayo, termotolerancia, resistencia a H2O2, 

cuantificación de trehalosa y manitol, cuantificación de especies reactivas del oxígeno (ERO) 

y cuantificación de actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD), todas ellas se 

realizaron con un valor de α= 0.05. Mientras que la prueba de análisis de varianza (ANOVA) 

y, cuando fue conducente, la prueba de comparaciones múltiples de Tukey se utilizó para el 

análisis de los datos experimentales encontrados en las pruebas de: germinación, 

germinación en estrés osmótico y actividad catalasa, todas se realizaron con un valor de α= 

0.05. El programa estadístico utilizado para lo anterior fue SPSS™ para Windows, versión 

13. 

 

 

 

 



 
 

56 
 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1. Producción de conidios (antecedentes) 

Para tener una perspectiva completa del efecto de los tratamientos atmosféricos estudiados, 

se incluye esta sección que presenta resultados reportados con anterioridad (Miranda-

Hernández, 2010). En el caso de B. bassiana, la producción de conidios en AN fue de 2.29 x 

108 con cm-2 y, con el tratamiento 26, fue de 7.91 x 106 con cm-2, lo que evidenció que la 

atmósfera modificada afectó notablemente la producción (Fig. 7.1.A).Para el hongo M. 

anisopliae se encontró que, transcurridas 204 h, la producción de conidios en el tratamiento 

AN fue de 7.33 x 107 con cm-2, mientras que en el tratamiento 26 fue de 1.28 x 108 con cm-2, 

lo que representó un incremento de casi 75% en el tratamiento 26 (Fig. 7.1.B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.1. Producción de conidios de B. bassiana (A) y M. anisopliae (B) en atmósfera normal (figuras abiertas) 

y atmósfera enriquecida (figuras cerradas).  
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En el caso de la cepa I. fumosorosea CNRCB1, las mayores diferencias se encontraron a las 

204 h ya que, mientras la producción en AN fue de 8.66 x 108 con cm-2, en el tratamiento 26 

fue de 2.53 x 108 con cm-2, la que representa una disminución mayor del 70% (Fig. 7.2.A). 

Para la cepa I. fumosorosea ARSEF 3302, la producción de conidios en AN, a las 180 h, fue 

de 3.38 x 107 con cm-2; en tanto que, a ese mismo tiempo, la producción encontrada en el 

tratamiento 26 fue de 1.69 x 108 con cm-2, lo que significó un incremento de cinco veces (Fig. 

7.2.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7.2. Producción de conidios de I. fumosorosea CNRCB1 (A) e I. fumosorosea ARSEF 3302 (B) en 

atmósfera normal (figuras abiertas) y atmósfera enriquecida (figuras cerradas).  
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7.2. Bioensayo 

Para B. bassiana 882.5, la gráfica de sobrevivencia de las larvas del insecto T. molitor 

infectadas con este hongo, se presenta en la Fig 7.3. Los conidios provenientes del 

tratamiento 26, presentaron una disminución en la infectividad comparativamente con los 

conidios del tratamiento AN. Ello se evidenció principalmente por la diferencia en el 

porcentaje de sobrevivencia final (S), ya que, mientras para AN fue sólo de 4%, para 26 fue 

de 22% (Tabla 7.1.). Es interesante indicar que en otros parámetros, como tiempo de la 

primera muerte (t0) y tiempo letal 50 (TL50), no se presentaron diferencias entre los 

tratamientos (P > 0.05). De igual forma, Garza-López (2012) evidenció un efecto negativo de 

las atmósferas diferentes a la normal (21% O2) en la infectividad de B. bassiana. En esa 

investigación, tanto una atmósfera con 16% O2 como una de 26% O2, presentaron 0% de 

mortalidad en larvas de T. molitor (13 días). Tal efecto también se observó en adultos donde, 

salvo la atmósfera con 26% O2, las atmósferas diferentes a la normal tuvieron valores de S 

mayores a 50% (9 días).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.3. Perfiles de sobrevivencia de larvas de Tenebrio molitor al ser infectadas con B. bassiana 882.5. Se 

muestran los datos experimentales obtenidos en los tratamientos AN (círculo abierto), 26 (círculo cerrado) y 
control (cruz). Las líneas representan la tendencia del modelo propuesto, determinadas a partir de los datos 
experimentales de cada tratamiento, esto es, AN (línea punteada) y 26 (línea contínua).  
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Tabla 7.1. Parámetros de infectividad hacia larvas de T. molitor, de los conidios de B. bassiana (tratamientos AN 

y 26). Las letras diferentes en cada columna, indican diferencias entre los tratamientos estudiados (t Student P < 
0.05). 

Tratamiento t0 (d) TL50 (d) S (%) 

AN 5.3 ± 0.48 a 6.3 ± 0.53 a 4 ± 5.5 a 

26 5.7 ± 0.44 a 6.6 ± 0.36 a 22 ± 4.5 b 

 

Respecto a las dos cepas de I. fumosorosea, considerando el parámetro de sobrevivencia 

final (S), los resultados fueron los siguientes: para CNRCB1, se obtuvieron valores promedio 

de 35% y 12.5% con AN (primer y segundo experimento, respectivamente); mientras que, en 

ambos experimentos, los conidios con tratamiento 26 propiciaron una sobrevivencia final de 

0% (Tabla 7.2.). En el caso de ARSEF 3302, los valores de S fueron de 80% y 32.5% (primer 

y segundo experimento, respectivamente) para el tratamiento AN; y para los conidios con 

tratamiento 26, los valores observados fueron de 55% y 15%. En este experimento se 

evidenciaron dos fenómenos principalmente: el incremento de la infectividad de los conidios 

de ambas cepas de I. fumosorosea con el tratamiento 26; así como la menor infectividad de 

la cepa ARSEF3302 respecto a la cepa CNRCB1. Ambos fenómenos pudieron ser 

comprobados en los dos experimentos realizados.  

Es interesante reflexionar acerca de las evidentes diferencias en los valores encontrados de 

los dos bioensayos realizados. En el primer experimento, tuvieron que transcurrir diez días 

para alcanzar una mortalidad de 100% de las larvas de G. mellonella (cepa CNRCB1, 

tratamiento 26). En el segundo, bastaron 6 días para lograr la muerte de todas las larvas al 

menos en una de las cepas (CNRCB1, tratamiento 26). Estas diferencias pudieron deberse a 

diferentes factores, por ejemplo, el estado de las larvas o el de los conidios. Acerca de este 

último punto, reportes publicados hace 50 años, como el de Schaerffenberg (1964), 

sustentaban la relación entre las constantes resiembras y la disminución en la infectividad de 

los hongos entomopatógenos; en años posteriores, continuaron apareciendo estudios que 

confirmaban este fenómeno (Morrow et al., 1989). Sin embargo, existen investigaciones que 

afirman lo contrario; esto es, que los constantes cultivos in vitro, no afectan la infectividad de 

los hongos entompatógenos (Ignoffo et al., 1982; Brownbridge et al., 2001). Debido a ello, no 

se podría establecer con seguridad, que el pase continuo del cultivo in vitro, sea un factor 

que afecte esta característica tan importante para el uso de los hongos entomopatógenos 

como agentes de control biológico. A pesar de lo anterior, es prudente considerar este 

fenómeno como una opción que explique las diferencias en los valores de los dos 
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bioensayos realizados. De cualquier forma, aunque los valores de los parámetros en los dos 

experimentos fueron diferentes, en ambos fue posible corroborar el efecto del tratamiento 26 

para incrementar la infectividad; siendo este, el primer trabajo que evidencia lo anterior para 

I. fumosorosea. 

 

Figura 7.4. Sobrevivencia (%) de larvas de G. mellonella después de ser infectadas con conidios de dos cepas de 
I. fumosorosea: ARSEF 3302 (cuadros) y CNRCB1 (triángulos); los conidios provenían de una atmósfera normal 

(AN, símbolos abiertos) o enriquecida (26, símbolos cerrados). Las líneas representan el ajuste de los datos 
experimentales, de cada tratamiento, al modelo propuesto (punteada-AN; contínua-26). Las cruces representan el 
tratamiento control. Gráfica superior: primer experimento; gráfica inferior: segundo experimento. 
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Tabla 7.2. Parámetros de infectividad de dos cepas de I. fumosorosea, en larvas de G. mellonella. Se presentan 

los resultados de dos experimentos hechos en diferentes tiempos. El primer experimento (1), tuvo una duración 
de 10 días; mientras que el segundo (2), duró 6 días. Los asteriscos indican que se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre los tratamientos (AN, 26) evaluando individualmente cada una de las cepas, 
en cada uno de los experimentos (t Student, P < 0.05). N.D.: No determinado. 

Cepa Tratamiento t0 (d) TL50 (d) S (%) 

I. fumosorosea 
CNRCB1 

AN (1) 8.2 ± 1.1  8.8 ± 0.4 * 35 ± 10 * 

26 (1) 7.1 ± 0.8  7.7 ± 0.3  0 ± 0  

AN (2) 3.4 ± 0.2 * 4.6 ± 0.3 * 12.5 ± 5 * 

26 (2) 2 ± 0.4  3.1 ± 0.3  0 ± 0  

I. fumosorosea 
ARSEF3302 

AN (1) 9 ± 0  N.D. 80 ± 0 * 

26 (1) 8.6 ± 0.4  N.D. 55 ± 10  

AN (2) 4 ± 0.6 * 5.1 ± 0.1 * 32.5 ± 5 * 

26 (2) 2.8 ± 0.4  3.8 ± 0.8  15 ± 5.7  

 

El incremento en la capacidad infectiva de los hongos entomopatógenos puede considerarse 

un fenómeno multicausal, es decir, no está restringido a sólo un tipo estímulo o condición. 

Por ejemplo, el medio de cultivo es un factor a considerar en este aspecto ya que, de 

acuerdo a Maldonado-Blanco et al., (2014), los conidios sumergidos de M. anisopliae 

producidos en medio con casaminoácidos (caseína hidrolizada y aminoácidos) 

incrementaron su virulencia hacia larvas del mosquito Aedes aegypti, aunque no se encontró 

el mismo efecto en los conidios de B. bassiana. Otra investigación donde también se 

evidencia ésto, es la realizada por Ortiz-Urquiza et al., (2013), en la cual se evalúan cuatro 

medios de cultivo para M. anisopliae encontrándose que, al crecer este hongo en algunos de 

ellos, se incrementa su infectividad y virulencia hacia larvas de G. mellonella y adultos de 

Ceratitis capitata. Otra condición en la que se ha demostrado un incremento en la 

infectividad, es la exposición del hongo a diferentes tipos de estrés. Prueba de ello es el 

reporte publicado por Rangel et al., (2008b), ya que, en esta investigación, se sometió a una 

cepa de M. anisopliae a condiciones de estrés osmótico, nutritivo o por radiación UV-A, y en 

todos los casos la infectividad hacia larvas de T. molitor se incrementó.  

En el caso de esta investigación, el tratamiento 26 tuvo diferentes efectos en la infectividad 

de los hongos entomopatógenos estudiados: no se observaron cambios en M. anisopliae 

(Miranda-Hernández, 2010); disminuyó en B. bassiana y, finalmente, se incrementó en 

ambas cepas de I. fumosorosea. A partir de lo anterior, se procedió a determinar un factor 

que explicara el porqué una atmósfera enriquecida incrementaba la infectividad en las dos 

cepas de I. fumosorosea. Debido a la naturaleza del tratamiento 26, una atmósfera rica en 
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oxígeno, se postuló que este fenómeno podría deberse, en alguna medida, al incremento en 

la actividad de enzimas antioxidantes, en particular las enzimas catalasa y superóxido 

dismutasa (SOD). Además, reportes recientes evidenciaban el importante papel de las 

enzimas antioxidantes a este respecto. Por ejemplo, Morales-Hernández et al., (2010), 

relaciona el incremento en la capacidad infectiva de una cepa de M. anisopliae, hacia larvas 

del insecto Plutella xylostella, con la sobreexpresión, por ingeniería genética, de un tipo de 

enzima catalasa (cat1); lo anterior se evidenció ya que, la concentración letal 50 (CL50) de los 

conidios que tenían sobreexpresado este gen, fue 14 veces menor respecto a la cepa 

silvestre. También, de acuerdo a estos autores, la cepa modificada redujo en 22%, en el 

tiempo en el que se alcanzó el 50% de la mortalidad de las larvas. Un fenómeno similar, en 

este caso con B. bassiana, fue reportado por Ali et al., (2012). En esa investigación, los 

autores inducen una mayor producción de enzima catalasa a partir del uso de diferentes 

medios de cultivo. De acuerdo al reporte, el medio que propició una mayor producción de 

catalasa, al que le fue adicionado n-octacosano, también fue el que presentó un menor valor 

en el parámetro de tiempo letal 50 (TL50, tiempo en el que muere el 50% de los insectos). De 

la misma manera, la enzima SOD ha sido objeto de estudio respecto al incremento de la 

infectividad en hongos entomopatógenos (Xie et al., 2010, 2012). Por lo anterior, una 

hipótesis para explicar este fenómeno fue estudiar las enzimas antioxidantes catalasa y SOD 

(secciones 7.5. y 7.6.).  

7.2. Pruebas de calidad 

7.2.1. Termotolerancia 

De manera general, los hongos entomopatógenos han sido clasificados como mesófilos 

(Roberts y Campbell, 1977), es decir, su rango óptimo de germinación, crecimiento y 

esporulación es de 20-30°C. Debido a ello, la temperatura es uno de los factores que 

condicionan su éxito como agentes de control biológico una vez asperjados en campos de 

cultivo. Por ello, se decidió evaluar el efecto del tratamiento 26 respecto al tratamiento 

control (AN), en la resistencia a altas temperaturas. El parámetro utilizado en este 

experimento fue el tiempo de sobrevivencia 50 o TS50, que se define como el tiempo (h) en el 

que el 50% de los conidios permanece viable a una temperatura dada. En resultados 

reportados en la etapa anterior a esta investigación (Miranda-Hernández, 2010), se 

encontraron perfiles contrastantes respecto a M. anisopliae y B. bassiana  ya que, mientras 

los conidios de M. anisopliae expuestos al tratamiento 26 incrementaron el valor de TS50 
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tanto a 40°C (casi 10 h) como a 45°C (0.1 h); los conidios del tratamiento 26 de B. bassiana 

disminuyeron el valor de TS50, casi 4 veces a 40°C y a 45°C la disminución fue a la mitad.  

En el caso de ambas cepas de I. fumosorosea, en la etapa anterior de esta investigación 

(Miranda-Hernández, 2010), se observó que la temperatura de 45°C resultó ser demasiado 

alta para estos hongos, ya que la viabilidad de los conidios provenientes de ambos 

tratamientos (AN y 26) fue cero desde el primer tiempo de muestreo. Por ello, se decidió 

hacer este experimento con temperaturas de 38 y 40°C, el cual se realizó en dos ocasiones 

en tiempos distintos. En el primer experimento realizado con la cepa CNRCB1, a una 

temperatura de 38°C, los conidios del tratamiento 26 presentaron un valor de TS50 de 2 h, 

mientras que el correspondiente a los conidios del tratamiento AN fue de 1.1 h, lo que 

representa un incremento de casi el doble en favor de los conidios del tratamiento 26 (Tabla 

7.3.). En el segundo experimento, también a 38°C, se observó una diferencia aún mayor ya 

que, mientras el valor de TS50 de los conidios del tratamiento 26 fue de 2.04 h; para los 

conidios del tratamiento AN fue de sólo 0.42 h, esto es, una diferencia de casi cinco veces 

mayor en los conidios provenientes de la atmósfera modificada. Para esta misma cepa 

(CNRCB1) se observó un fenómeno similar a una temperatura de 40°C (Tabla 7.4.). Los 

valores de TS50, en el primer experimento, fueron 1.6 y 0.5 h, para los conidios de los 

tratamientos 26 y AN, respectivamente; lo que significa un incremento de más de tres veces 

de los conidios del tratamiento 26. En el segundo experimento, aunque se observó una 

disminución en la resistencia a esta temperatura respecto al primero, los conidios del 

tratamiento 26 fueron viables al menos en el primer tiempo de muestreo.  

En el caso de la cepa ARSEF 3302, a una temperatura de 38°C en los dos experimentos 

realizados, se observó que los conidios del tratamiento 26 presentaron consistentemente 

valores superiores en el parámetro TS50 respecto a los conidios del tratamiento AN (50% en 

el primer experimento y más de 7 veces en el segundo). A 40°C, los conidios del tratamiento 

26, también resultaron más resistentes ya que, en ambos experimentos, estos conidios 

fueron viables al menos en el primer tiempo de muestreo (TS50: 0.7 y 0.49 h), mientras que 

aquellos provenientes del tratamiento AN no fueron viables desde el primer tiempo de 

muestreo (Tabla 7.3. y 7.4.). Las gráficas del primer experimento realizado, se muestran en 

el Anexo F.  
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Tabla 7.3. Resultados de dos experimentos de termotolerancia (38°C) para dos cepas de I. fumosorosea. Se 

muestra el parámetro TS50, que es el tiempo en el que el 50% de los conidios han perdido su viabilidad. Letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas (t Student P < 0.05) entre los tratamientos en cada 
cepa y en cada experimento (1, 2). 

Cepa Tratamiento TS50 (h) 

 
I. fumosorosea  

CNRCB1 

AN (1) 1.1 ± 0.19 a 

26 (1) 2 ± 0.32 b 
AN (2) 0.42 ± 0.16 a 
26 (2) 2.04 ± 0.27 b 

 
I. fumosorosea  

ARSEF3302 

AN (1) 1.6 ± 0.21 a 
26 (1) 2.4 ± 0.46 b 
AN (2) 0.24 ± 0.17 a 
26 (2) 1.73 ± 0.32 b 

Los números (1) y (2), refieren a los dos experimentos realizados en diferentes tiempos. 

Tabla 7.4. Resultados de dos experimentos de termotolerancia (40°C) para dos cepas de I. fumosorosea. Se 

muestra el parámetro TS50, que es el tiempo en el que el 50% de los conidios han perdido su viabilidad. Letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas (t Student P < 0.05) entre los tratamientos en cada 
cepa y en cada experimento (1, 2). 

Cepa Tratamiento TS50 (h) 

 
I. fumosorosea 

CNRCB1 

AN (1) 0.5 ± 0.18 a 

26 (1) 1.6 ± 0.13 b 

AN (2) N.D. 

26 (2)  0.31 ± 0.15 

I. fumosorosea 
ARSEF3302 

AN (1) N.D. 

26 (1) 0.7 ± 0.02 

AN (2) N.D. 

26 (2) 0.49 ± 0.16 
Los números (1) y (2), refieren a los dos experimentos realizados en diferentes tiempos. 

Diversos estudios se han abocado a investigar los factores y condiciones que pueden estar 

implicados en el incremento de la tolerancia a altas temperaturas en los hongos 

entomopatógenos. A este respecto, el medio de cultivo ha sido un factor de estudio. Por 

ejemplo, Kim et al., (2011), comprobaron que los conidios de dos cepas de B. bassiana y dos 

de M. anisopliae, incrementaron su resistencia a temperaturas de entre 43 y 47°C, cuando se 

hacía crecer estos hongos en granos de mijo (Panicum miliaceum).  

Por otra parte están los estudios que se enfocan en las proteínas de choque térmico (HSP, 

Heat Shock Proteins), como el realizado por Liao et al., (2014). En éste, analizan el efecto de 

la sobreexpresión del gen hsp25 en una cepa de M. robertsii, encontrando que esta 

modificación propicia un incremento en la tolerancia de los conidios de este hongo a una 

temperatura de 35°C, además, resulta interesante que los conidios que sobreexpresaban 

este gen, después de ser expuestos a un choque térmico, adquirían mayor resistencia a otro 
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tipo de estrés: el osmótico. Por lo anterior, resulta oportuno introducir el fenómeno conocido 

como protección cruzada. En estudios realizados en levaduras, se encontró que la 

exposición de un organismo a un estrés subletal, incrementa su capacidad de resistencia no 

sólo al tipo de estrés al que se expuso, sino a otros de diferente naturaleza (Hohmann y 

Mager, 2003), a dicho fenómeno se le ha llamado “protección cruzada” (cross protection).  

Rangel (2011), realizó una amplia revisión de los diversos estudios que han comprobado la 

protección cruzada, a partir de la exposición a un leve estrés, en organismos tanto 

procariotas como eucariotas. De acuerdo a este reporte, diversos tipos de estrés propician 

un incremento en la capacidad de resistencia a elevadas temperaturas en células eucariotas, 

por ejemplo: estrés nutritivo (Steels et al., 1994), estrés osmótico (Lewis et al., 1995; Rangel 

et al., 2008a), estrés oxidante (Kapoor y Sveenivasan, 1988; Rangel, 2008a), así como 

choque térmico (Mitchel y Morrison, 1982; Trollmo et al., 1988; Rangel, 2008a). Dentro de las 

probables explicaciones para el fenómeno de protección cruzada, se han propuesto a las ya 

mencionadas HSP (Morimoto, 1993; Mager y de Kruijff, 1995); así como compuestos como la 

trehalosa (Hottiger et al., 1987 y 1994; De Virgilio et al., 1994). La acumulación de este 

último compuesto, se ha relacionado con un incremento en la termotolerancia (Eleutherio et 

al., 1993; Mensonides et al., 2005). También polioles, como el manitol, han sido relacionados 

con una mayor resistencia a altas temperaturas; Noventa-Jordao et al., (1999), comprobó 

que en Aspergillus nidulans, el manitol se acumulaba varias veces más cuando se exponía a 

este hongo a un choque térmico subletal y esto, era un indicativo de recuperación celular 

después del choque térmico.  

En esta investigación, el tratamiento 26, propició una mayor termotolerancia en M. anisopliae 

(Miranda-Hernández, 2010), así como en las dos cepas de I. fumosorosea. Por lo anterior, se 

puede establecer que la atmósfera enriquecida propicia una protección cruzada en estos 

hongos entomopatógenos, incrementando su calidad hacia un factor tan determinante como 

es la temperatura. Debido a lo anterior, se propuso determinar la concentración de trehalosa 

y manitol en los conidios expuestos a ambos tratamientos en las cepas de los cuatro hongos 

estudiados (Sección 7.3.).  
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7.2.2. Germinación de conidios en dos condiciones: normal (G) y en hiperosmolaridad 

(GEO) 

La evaluación de la germinación de los conidios de los hongos entomopatógenos es 

relevante, no sólo como una medida de viabilidad (Lopes et al., 2013), y por tanto de calidad, 

sino que también lo es en el proceso infectivo, al ser una de las etapas del mismo (Sección 

1.3). Además, es importante establecer que, entre los principales factores que inciden en el 

proceso germinativo de los conidios, está la disponibilidad de agua (Hallsworth y Magan, 

1999). A continuación, se presentan los resultados de las pruebas de germinación en medio 

SDA (G) y germinación en medio SDA con cloruro de sodio (GEO) para los cuatro hongos 

entomopatógenos estudiados. 

Respecto a los resultados de G, para M. anisopliae, el único tiempo en el que se encontraron 

diferencias entre los tratamientos fue a las 8 h; en este punto, la germinación de los conidios 

del tratamiento AN fue de 35%, mientras que los del tratamiento 26 tuvieron una germinación 

de 45.5% (Fig. 7.5.). En el resto de los tiempos evaluados, los porcentajes de germinación 

de los conidios, fueron iguales entre los tratamientos (ANOVA P > 0.05). En el segundo 

experimento realizado, aunque fue evidente la disminución en la tasa de germinación de los 

conidios en ambos tratamientos, no se encontraron diferencias entre las atmosferas 

estudiadas en ninguno de los tiempos evaluados (Anexo G). Continuando con los resultados 

de M. anisopliae, ahora respecto a la prueba de GEO, no se observaron diferencias 

significativas en el porcentaje de germinación en ninguno de los tiempos evaluados (ANOVA 

P > 0.05). El efecto de la sal en el medio de cultivo fue muy evidente ya que, sólo hasta las 8 

h se comenzaron a observar conidios germinados (1.9% para AN y 1.3% para 26); en el 

último tiempo evaluado (12 h), apenas se tenía un porcentaje de germinación de 28.7 y 38.5 

para los tratamientos AN y 26, respectivamente (Fig. 7.5.). En el segundo experimento 

realizado, se encontró la misma tendencia, esto es, no hubo diferencias respecto a la 

germinación de los conidios de AN y 26, observándose el inicio de la germinación hasta las 

10 h (Anexo G). 
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Figura 7.5. Porcentaje de germinación en medio SDA (G) y germinación en condiciones de hiperosmolaridad 

(GEO; NaCl 0.5M) de los conidios de M. anisopliae CP-OAX. Letras distintas indican diferencia en este 

parámetro, en cada tiempo evaluado (ANOVA P < 0.05). 

En la prueba de G para la cepa B. bassiana, en todos los tiempos evaluados, se encontró 

que el porcentaje de germinación de los conidios provenientes del tratamiento 26, fue 

estadísticamente mayor respecto al del tratamiento AN (ANOVA P < 0.05). A las 8 y 10 h,  se 

presentaron las diferencias más grandes entre los tratamientos ya que, mientras los conidios 

del tratamiento 26 presentaron una germinación de 53% y 92.6% respectivamente, los del 

tratamiento AN tuvieron una germinación de 5% y 16.8% (Fig. 7.6.). Por lo que respecta a la 

prueba GEO, también con B. bassiana,  a partir de las 4 h los conidios del tratamiento 26 

tuvieron un porcentaje de germinación significativamente mayor respecto a los conidios del 

tratamiento AN (ANOVA P < 0.05). Las diferencias más grandes entre los tratamientos se 

observaron a las 8 y 10 h ya que, mientras la germinación de los conidios de AN fue de 1.6% 

y 15.7% respectivamente; para los conidios del tratamiento 26 fue de 52% y 89.5%, en los 

mismo tiempos (Fig. 7.6.). El incremento propiciado por el tratamiento 26, a las 10 h, fue de 

más de 70 puntos porcentuales respecto a lo observado con AN. En este caso, no se 

observó un efecto evidente de la sal en la germinación de los conidios de este hongo ya que, 

con excepción de 2 y 4 h, el porcentaje de conidios germinados fue similar en G y GEO para 

cada tratamiento. Una perspectiva para futuros trabajos, sería evaluar la germinación de los 

conidios de B. bassiana expuestos a ambos tratamientos, con valores de actividad de agua 
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menores al estudiado en esta investigación que fue de aw= 0.990. Estas diferencias, tanto en 

G como en GEO, se repitieron en el segundo experimento realizado (Anexo G). 

Figura 7.6. Porcentaje de germinación en medio SDA (G) y germinación en condiciones de hiperosmolaridad 

(GEO; NaCl 0.2M) de los conidios de B. bassiana. Letras distintas indican diferencia en este parámetro, en cada 

tiempo evaluado (ANOVA P < 0.05). 

Para la cepa I. fumosorosea CNRCB1, en la prueba de G, a partir de las 6 h ya se 

observaron conidios germinados del tratamiento 26 (19.3%), mientras que los 

correspondientes a AN aún no germinaban (Fig. 7.7.). Las mayores diferencias entre los 

tratamientos se presentaron a las 8 y 10 h ya que, mientras la germinación de los conidios de 

AN fue de 16.5% y 51.3%, respectivamente; los correspondientes a 26, en estos mismos 

tiempos, tuvieron una germinación de 88.9% y 99.23%. En el segundo experimento, se 

observó un patrón similar al primero, los conidios del tratamiento 26 también presentaron un 

mayor porcentaje de germinación que los de AN desde las 6 h, encontrándose las mayores 

diferencias, nuevamente, a las 8 y 10 h (Anexo G). 

Continuando con los resultados de la cepa I. fumosorosea CNRCB1, ahora respecto a la 

prueba GEO, se observó claramente el efecto de la concentración de la sal (NaCl 0.5M) en el 

retardo en la germinación de los conidios ya que, no fue  sino hasta las 8 h, en el caso del 

tratamiento 26, cuando se empezaron a observar conidios germinados; mientras que en el 

caso del tratamiento AN no fue sino hasta las 10 h (Fig. 7.7.). De cualquier forma, la tasa de 

germinación de los conidios del tratamiento 26, a las 8 y 10 h, resultó significativamente 
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mayor que los correspondientes al tratamiento AN (ANOVA P < 0.05). Mientras el porcentaje 

de conidios germinados del tratamiento AN a las 8 h era 0, la germinación de los conidios del 

tratamiento 26 ya era de 64%. Transcurridas 10 h del experimento, la diferencia entre los 

tratamientos se mantuvo; en este tiempo, la germinación de los conidios del tratamiento AN 

era de 12.8%; mientras que los conidios del tratamiento 26, presentaban una germinación de 

86.47%. En el segundo experimento, se observó un patrón similar, ya que no fue sino hasta 

las 8 h cuando se observaron conidios germinados (tratamiento 26); transcurridas 10 h, la 

germinación de los conidios del tratamiento 26 fue de 82%, mientras que los provenientes de 

AN tuvieron una germinación de 5.67% (Anexo G). 

Figura 7.7. Porcentaje de germinación en medio SDA (G) y germinación en condiciones de hiperosmolaridad 

(GEO; NaCl 0.5M) de los conidios de I. fumosorosea CNRCB1. Letras distintas indican diferencia en este 

parámetro, en cada tiempo evaluado (ANOVA P < 0.05). 

Finalmente, en la prueba de G para la cepa I. fumosorosea ARSEF3302, se encontró un 

fenómeno similar al de la cepa CNRCB1. A las 6, 8 y 10 h el porcentaje de germinación de 

los conidios del tratamiento 26 fue significativamente mayor al de los conidios del tratamiento 

AN (ANOVA P < 0.05). Los tiempos en los cuales se observaron mayores diferencias entre 

los tratamientos, fue a las 8 y 10 h (Fig. 7.8.) ya que, mientras la germinación de los conidios 

del tratamiento AN fue de 17% y 75.5% respectivamente, la de de los conidios del 

tratamiento 26 fue de 81.3% y 97.9%. En el segundo experimento se observó una evidente 

disminución en los porcentajes de germinación en ambos tratamientos respecto al primer 
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experimento; sin embargo, los perfiles resultaron similares ya que tanto a las 8 h como a las 

10 h, los conidios del tratamiento 26 tuvieron mayor porcentaje de germinación que los de 

AN (Anexo G). 

Respecto a los resultados de la cepa I. fumosorosea ARSEF3302 en la prueba de GEO, 

también se observó un efecto positivo del tratamiento 26 en la tasa de germinación de los 

conidios. Mientras que los expuestos a AN, iniciaron su germinación hasta las 10 h (21.33%); 

los conidios provenientes de la atmósfera 26 presentaron valores de germinación, a las 8 y 

10 h, de 55.37% y 89.5%, respectivamente (Fig. 7.8.). En el segundo experimento, en 

ninguno de los tiempos estudiados se observó germinación de los conidios de AN, mientras 

aquellos del tratamiento 26 tuvieron valores de germinación de 11.67% y 59.67% a las 8 y 10 

h, respectivamente (Anexo G).  

 
Figura 7.8. Porcentaje de germinación en medio SDA (G) y germinación en condiciones de hiperosmolaridad 
(GEO; NaCl 0.5M) de los conidios de I. fumosorosea ARSEF3302. Letras distintas indican diferencia en este 
parámetro, en cada tiempo evaluado (ANOVA P < 0.05). 

 
Según Jenkins y Grzywacz (2000), la viabilidad, junto con la virulencia, son dos 

características necesarias para el uso exitoso de los hongos entomopatógenos en campo. 

De acuerdo a estos autores, una forma rápida y certera de medir la viabilidad de los conidios, 

es a partir del porcentaje de germinación. De acuerdo a Hassan et al., (1989), cualquier 

método que pueda reducir el tiempo de germinación de los conidios sobre la cutícula del 

hospedero, puede incrementar la eficiencia de un micoplaguicida; esto es porque, con ello, 
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reduciría su dependencia a la alta humedad ambiental. De igual manera, una rápida 

germinación reduce la exposición de los conidios a factores abióticos que pueden propiciar 

una disminución en su viabilidad, a saber: la temperatura, la humedad y la radiación UV.  

En diversas investigaciones, se han reportado incrementos en la velocidad de germinación 

de los conidios de hongos entomopatógenos, a partir de diferentes tratamientos. Morales-

Hernández et al., (2010), encontró que dos cepas de M. anisopliae modificadas 

genéticamente (sobreexpresión del  gen de catalasa cat1), reducían en una hora el tiempo 

en el que el 50% de los conidios germinaba, ello respecto a la cepa silvestre. Ali et al., 

(2012), encontraron que, al agregar n-octacosano al medio basal donde crecía B. bassiana, 

el tiempo de germinación de los conidios disminuía respecto al tratamiento control. Es 

importante apuntar que en las dos investigaciones citadas, se reportó un incremento en la 

actividad catalasa (en el primer caso de manera artificial y en el segundo de manera 

inducida). 

La relación entre el proceso germinativo de los conidios y la enzima catalasa ya había sido 

propuesta por Braga et al., (1999). Estos autores reportaron que durante la germinación, la 

concentración de especies reactivas del oxígeno (ERO) aumenta; esto, según se apunta, es 

ocasionado por un incremento en el metabolismo oxidante. Como se sabe, la actividad de la 

enzima catalasa se centra en la degradación del peróxido de hidrógeno (una ERO), a agua y 

oxígeno molecular. De acuerdo a los resultados reseñados, puede proponerse que la 

disminución en los tiempos de germinación de los conidios, se deba, entre otros factores, a 

una mayor capacidad antioxidante (específicamente por un incremento en la actividad 

catalasa); esto, como resultado de la exposición del hongo a ciertos tratamientos. Por ello, 

en el caso de esta investigación, se estudió la posible relación entre el incremento en la 

velocidad de germinación encontrada y la actividad total de la enzima catalasa, para ambas 

cepas de I. fumosorosea (Sección 7.6.). 

Es importante establecer que, en algunas investigaciones, se ha relacionado la tasa de 

germinación con la patogenicidad de los conidios de hongos entomopatógenos (Milner et al., 

1991). Tal relación se ha reportado, para Metarhizium anisopliae, en estudios hechos hace 

más de 35 años (Alaidroos y Roberts, 1978). En la investigación hecha por Samuels et al., 

(1989), con 24 aislados de M. anisopliae, se concluyó que una rápida germinación estaba 

correlacionada con una alta patogenicidad hacia el insecto Nilaparvata lugens. De igual 
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forma, en la ya citada investigación de Morales-Hernández et al., (2010), la cepa de M. 

anisopliae en la que se sobreexpresó un gen de la enzima catalasa (cat1), además de 

incrementar su velocidad de germinación, también incrementó su infectividad hacia larvas del 

insecto P. xylostella. Lo que se evidenció en la disminución de la concentración letal 50 

(CL50), que es la concentración de conidios necesaria para matar al 50% de la población, en 

un factor de 14 veces (4.4 x 105 con/mL cepa silvestre, 3 x104 con/mL cepa modificada). 

Igualmente, en aislados de Isaria (Paecilomyces) fumosoroseus,  se encontró que la 

germinación estaba altamente relacionada con la infectividad (Altre et al., 1999). Estos 

autores mencionan que las dos cepas con tiempos de germinación más bajos, fueron las que 

presentaron una mayor infectividad hacia larvas de P. xylostella.  

Por otra parte, entre los factores abióticos críticos que influyen en la germinación, 

crecimiento y capacidad de infección de los conidios de los hongos entomopatógenos, se 

encuentra la disponibilidad de agua (Hallsworth y Magan, 1999). Además de enfrentar un 

estrés osmótico en el campo donde es asperjado, en la adaptación de los conidios a la 

hemolinfa del insecto se incluye la acumulación de solutos, que propician un incremento en 

la presión osmótica interna (Wang y St. Leger, 2006). De acuerdo a Chapman (1998), la 

hemolinfa del insecto se caracteriza por una alta presión osmótica por lo que, debido a su 

concentración, puede considerarse una situación de estrés para el hongo entomopatógeno. 

Se ha reportado que microorganismos eucariotas, adquieren una mayor resistencia a 

condiciones de estrés osmótico, después de ser expuestos a un estrés osmótico subletal. 

Por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, después de ser expuesto a concentraciones de 0.7 

M de NaCl, adquirió una resistencia a concentraciones de 1.4 M, o mayores, de esta misma 

sal (Trollmo et al., 1988; Varela et al., 1992). Se ha reportado que estrés de diferente 

naturaleza, promueven una “protección cruzada” hacia el estrés osmótico. Lewis et al., 

(1995), comprobaron que, después de exponer a S. cerevisiae a temperaturas de 37°C a 

45°C, las levaduras adquirieron resistencia a concentraciones de hasta 1.5 M de NaCl.  

Los resultados encontrados en la presente investigación, se relacionan con reportes ya 

publicados en lo que respecta a la asociación germinación-infectividad (ambas cepas de I. 

fumosorosea). También, en lo tocante al fenómeno de protección cruzada que, con base en 

los resultados presentados, el tratamiento 26 otorga a los conidios respecto a la germinación 

en una condición hiperosmolar. Si se sigue la hipótesis de que el tratamiento 26 puede 

promover el incremento en enzimas antioxidantes, como catalasa, podría sugerirse que los 
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conidios expuestos a esta atmósfera modificada sean más resistentes a un agente oxidante 

externo, como el peróxido de hidrógeno (H2O2), experimento cuyos resultados se describen a 

continuación. 

7.2.3. Resistencia a peróxido de hidrógeno 

Con base en los resultados encontrados con el tratamiento 26 y a la revisión de artículos 

científicos, la hipótesis que surgió para tratar de explicar éstos, fue que la atmósfera 

enriquecida podría propiciar un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes, como la 

catalasa. Por ello, un primer acercamiento fue investigar si los conidios producidos con el 

tratamiento 26, evidenciaban un incremento en la resistencia a diversas concentraciones de 

peróxido de hidrógeno (H2O2). Además, esta prueba también permitiría saber si  los conidios 

podrían superar una de las barreras a las que se enfrentan durante el proceso infectivo, ya 

que se sabe que uno de los mecanismos de defensa que tienen los insectos ante una 

infección fúngica, es la producción de ERO (Schmid-Hempel, 2005).  

La resistencia de los conidios al H2O2, se determinó a partir de la cuantificación de unidades 

formadoras de colonias (UFC) encontradas en cada una de las concentraciones descritas 

respecto al control (conidios no expuestos al agente oxidante). Los datos obtenidos se 

ajustaron al modelo reportado en la sección 6.5.1. y, a partir de esto, se calculó la 

concentración letal 50 (CL50), que refiere a la concentración de H2O2 (mM) en la que el 50% 

de los conidios permanecen viables. Para M. anisopliae, el valor del parámetro CL50 fue de 

15.19 mM y 13.64 mM, para los tratamientos AN y 26 respectivamente (Tabla 7.5), los cuales 

no tuvieron diferencias significativas al realizar el análisis estadístico (t Student P < 0.05). 

Desde una concentración de 50 mM, se observó que la viabilidad de los conidios ya era 

cercana a cero (Fig. 7.9). Estos resultados se relacionan con lo reportado por Morales-

Hernández et al., (2010) donde, con otra cepa de M. anisopliae, observaron que a una 

concentración de H2O2 50 mM la viabilidad de los conidios, de la cepa silvestre, era cercana 

a cero, y aún las cepas que de manera artificial sobreexpresaban una enzima catalasa 

tuvieron una viabilidad menor a 20% en esta concentración. 
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Figura 7.9. Porcentaje de viabilidad de los conidios de M. anisopliae CP-OAX en diferentes concentraciones de 

H2O2. Fue evaluada la viabilidad de los conidios expuestos a los tratamientos de AN (Figuras abiertas) y 26 
(figuras cerradas).  La viabilidad fue determinada a partir del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) 
en cada concentración del compuesto oxidante. El porcentaje se determinó considerando las UFC encontradas 
en el control (no expuesto a H2O2). 

 
Por lo que respecta a B. bassiana, el valor del parámetro CL50 para el tratamiento 26 (35.70 

mM) resultó significativamente mayor (t Student, P < 0.05) al encontrado en el tratamiento 

AN (13.88 mM). Esto representa un incremento de 2.5 veces la resistencia de los conidios de 

la atmósfera modificada respecto a la atmósfera normal (Tabla 7.5.). En este hongo, las 

mayores diferencias en la viabilidad se encontraron a partir de una concentración de 25 mM 

deH2O2 ya que, mientras la viabilidad en AN ya era menor al 10%, para 26 se mantenía por 

encima del 50% (Fig. 7.10.).  

 
Figura 7.10. Porcentaje de viabilidad de los conidios de B. bassiana en diferentes concentraciones de H2O2. Fue 

evaluada la viabilidad de los conidios expuestos a los tratamientos de AN (figuras abiertas) y 26 (figuras 
cerradas). La viabilidad fue determinada a partir del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en cada 
concentración del compuesto oxidante. El porcentaje se determinó considerando las UFC encontradas en el 
control (no expuesto a H2O2). 
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Tabla 7.5. Concentración letal 50 (CL50) de H2O2 (mM) para los conidios de los cuatro hongos entomopatógenos 

estudiados. Los conidios fueron expuestos a dos tratamientos: atmósfera normal (AN) y con 26% O2 (26). Letras 
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos de cada uno de los hongos (t 
Student, P < 0.05). 

Cepa Tratamiento CL50 (H2O2 mM) 

M. anisopliae CP-OAX 
AN 15.19 ± 1.39 a 

26 13.64 ± 1.45 a 

B. bassiana 882.5 
AN 13.88 ± 0.61 a 

26 35.70 ± 7.06 b 

I. fumosorosea CNRCB1 
AN 14.10 ± 1.51 a 

26 13.71 ± 1.38 a 

I. fumosorosea ARSEF 3302 
AN 21.26 ± 0.89 b 

26 13.65 ± 1.01 a 

 

En el caso de la cepa I. fumosorosea CNRCB1, no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los tratamientos respecto al valor de CL50 (t Student, P > 

0.05). A pesar de ello, es llamativo que sí se encontraron diferencias en las concentraciones 

de H2O2 de 10 mM (mayor viabilidad de los conidios del tratamiento 26) y de 15 y 25 mM 

(mayor viabilidad de los conidios del tratamiento AN); mientras que a una concentración de 

50 mM, la viabilidad en ambos tratamientos ya era menor a 10% (Fig. 7.11). 

 

 
Figura 7.11. Porcentaje de viabilidad de los conidios de I. fumosorosea CNRCB1 en diferentes concentraciones 

de H2O2. Fue evaluada la viabilidad de los conidios expuestos a los tratamientos de AN (figuras abiertas) y 26 
(figuras cerradas).  La viabilidad fue determinada a partir del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) 
en cada concentración del compuesto oxidante. El porcentaje se determinó considerando las UFC encontradas 
en el control (no expuesto a H2O2). 

 
Finalmente, por lo que respecta a la cepa I. fumosorosea ARSEF 3302, los valores 

encontrados del parámetro CL50 fueron los siguientes: para el tratamiento AN de 21.26 mM, 
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mientras que el correspondiente al tratamiento 26 fue de 13.65 mM (Tabla 7.5.), 

encontrándose una diferencia estadísticamente significativa en ellos (t Student, P < 0.05). 

Las diferencias entre los tratamientos se encontraron a partir de una concentración de 10 

mM, continuando éstas en concentraciones de 15 y 25 mM; a un valor de 50 mM de H2O2, 

los conidios de ambos tratamientos presentaban una viabilidad cercana a 0% (Fig. 7.12). 

 
Figura 7.12. Porcentaje de viabilidad de los conidios de I. fumosorosea ARSEF3302 en diferentes 

concentraciones de H2O2. Fue evaluada la viabilidad de los conidios expuestos a los tratamientos de AN (Sin 
relleno) y 26 (con relleno).  La viabilidad fue determinada a partir del conteo de unidades formadoras de colonias 
(UFC) en cada concentración del compuesto oxidante. El porcentaje se determinó considerando las UFC 
encontradas en el control (no expuesto a H2O2). 

 
La hipótesis formulada al inicio de este experimento no fue confirmada. De manera general, 

los conidios expuestos al tratamiento 26, no presentaron una mayor viabilidad ante diferentes 

concentraciones de H2O2, respecto a los conidios del tratamiento AN. Sin embargo, la 

revisión de diversos artículos científicos permitió un nuevo enfoque respecto a estos 

resultados. En la investigación hecha por Pedrini et al., (2006), se estudió la actividad 

catalasa en las fracciones peroxisomal y citosólica de B. bassiana, encontrándose que la 

catalasa peroxisomal era sensible a variaciones en pH, calor y altas concentraciones de 

H2O2; mientras que la catalasa citosólica resultó ser estable en rangos de pH de 6-10, 

tolerancia a elevadas temperaturas (hasta 55°C) y mantenía una alta actividad en 

concentraciones de H2O2 mayores a 70 mM. Un resultado igualmente interesante en ese 

artículo, es el incremento de la actividad catalasa peroxisomal, de hasta 12.6 veces y, al 

mismo tiempo una reducción en la actividad catalasa citosólica en hasta 1.2 veces, al 

sustituir la glucosa por un hidrocarburo asociado con los insectos (n-octacosano). Por lo 

anterior, surge un cuestionamiento: en la diversidad de enzimas catalasa con las que cuenta 
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un hongo entomopatógeno, ¿existen algunas que sean relevantes para la degradación de 

H2O2 y otras que se expresen, preferencialmente, en procesos específicos como infectividad 

o resistencia a estrés?. 

Un artículo que aporta resultados interesantes respecto a esto, es el realizado por Wang et 

al., (2013). En su estudio con B. bassiana, los autores encuentran 5 tipos de enzimas 

catalasa (A, B, P, C y D); de éstas, sólo la tipo P fue relevante en la resistencia a H2O2, lo 

que se evidenció cuando, al inhabilitar el gen que codifica para esta enzima, la sensibilidad 

de la cepa modificada a este agente oxidante se incrementó hasta un 74%, respecto a la 

cepa silvestre. En la investigación hecha por Chantasingh et al., (2013), se sobreexpresó un 

gen de catalasa  asociado a la infectividad de B. bassiana (catE7). Curiosamente, las cepas 

modificadas sí fueron más infectivas para las larvas del insecto Spodoptera exigua, mas no 

presentaron un incremento en la resistencia a diversas concentraciones de H2O2 (1-10 mM), 

lo cual se comprobó al considerar el crecimiento radial vegetativo de las mismas en 

presencia del agente oxidante. 

Además de los estudios con hongos entomopatógenos arriba reseñados, existen 

investigaciones con otros organismos, donde se encuentran resultados similares. Por 

ejemplo, Bussink y Oliver (2001), al estudiar a Cladosporium fulvum, encontraron que la 

actividad de una de las dos enzimas catalasa que identificaron en este hongo, CAT2, 

representaba sólo una pequeña fracción de la actividad catalasa total en esporas y en 

micelio expuesto a H2O2. Chagas et al., (2008), determinaron el papel que tiene cada una de 

las tres diferentes enzimas catalasa en el hongo Paracoccidioides brasiliensis. De ellas, 

PbCatP presentó una alta actividad en levaduras cuando éstas se expusieron a diferentes 

concentraciones de H2O2. Otra, PbCatA, incrementó su actividad cuando se expuso al hongo 

a estrés oxidante endógeno (formación de ERO por β-oxidación de ácido oleico). La tercer 

catalasa, PbCatC, presentó pautas de expresión constantes, sólo siendo ligeramente 

inducida cuando las células se exponían a estrés osmótico y térmico.  

Si bien, la prueba de resistencia a H2O2 permitió determinar los perfiles de los conidios de los 

cuatro hongos entomopatógenos expuestos a cada tratamiento (AN y 26), éstos sólo 

representan un primer acercamiento a un fenómeno todavía más complejo, a saber y como 

se evidenció en los diversos reportes citados: la variabilidad de las enzimas catalasa en los 

distintos organismos, incluyendo los hongos entomopatógenos. Variabilidad que se 
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manifiesta en los diversos factores que promueven o disminuyen la actividad de cada una de 

ellas de manera independiente. Lo que resultó evidente, es que el tratamiento 26 propició 

respuestas diferenciales en la actividad global de estas enzimas en los hongos estudiados, 

con excepción de  M. anisopliae, que fue el único hongo que no mostró una influencia de la 

atmósfera enriquecida (26) a este respecto.  

7.3. Cuantificación de trehalosa y manitol 

En estudios previos en hongos se ha establecido la importancia de los polioles y la trehalosa 

en: la germinación de los conidios (Gornova et al., 1992), germinación en condiciones de 

baja aw (Hallsworth y Magan, 1994b y 1995),  en condiciones de estrés oxidante (Ruijter et 

al., 2003), así como en la resistencia a altas temperaturas (Noventa-Jordao et al., 1999;  

Singer y Lindquist, 1998; Fillinger et al., 2001). Es por ello que se consideró apropiado el 

estudio de la concentración de estos compuestos en los conidios de los hongos 

entomopatógenos, como una posible explicación al incremento en su calidad (un compendio 

de esto, se observa en el Anexo B). 

Para M. anisopliae se encontró que la concentración de manitol disminuyó en  más del 80% 

en los conidios del tratamiento 26 (1.95 x 10-7 µg con-1) respecto a lo encontrado en los del 

tratamiento AN (9.93 x 10-7 µg con-1). Mientras que en el caso del disacárido trehalosa, para 

este mismo hongo, se observó un fenómeno inverso, ya que los conidios del tratamiento 26 

duplicaron la concentración de este compuesto respecto a lo encontrado en los conidios de 

AN (Tabla 7.6.). De acuerdo al estudio de Hallsworth y Magan (1997), en condiciones 

normales, M. anisopliae acumula más del triple de concentración de manitol respecto a la de 

trehalosa. En el presente estudio, las diferencias fueron de un poco más del doble (9.93 x 10-

7 µg con-1 y 4.78 x 10-7 µg con-1, respectivamente). Fue llamativo que en los conidios del 

tratamiento 26, se propició una acumulación inversa ya que el compuesto más abundante 

fue la trehalosa, al tiempo que disminuyó drásticamente la concentración del manitol (9.61 x 

10-7 µg con-1 y 1.95 x 10-7 µg con-1, respectivamente). Esto coincide con que el efecto más 

importante, respecto a la calidad, que el tratamiento 26 propició en los conidios de M. 

anisopliae, fue una mayor termotolerancia y, como ya se estableció, la trehalosa es un 

compuesto que ha sido relacionado con este fenómeno. 

Respecto a B. bassiana, sólo pudo detectarse el poliol manitol en los conidios de ambos 

tratamientos. Los conidios del tratamiento AN presentaron una concentración de este 
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compuesto de 1.18 x 10-7 µg con-1, mientras que la correspondiente a los conidios del 

tratamiento 26 fue de 10.08 x 10-7 µg con-1, lo que representó un incremento de 8.5 veces 

(Tabla 7.6.). El incremento en el poliol manitol en los conidios del tratamiento 26, puede 

relacionarse con el incremento en la germinación que se observó en este hongo (Anexo B), 

debido a que, como se sabe, el manitol es uno de los solutos compatibles que se acumulan 

en los conidios latentes y son degradados durante la germinación (van Leeuwen et al., 

2013). La ausencia en la detección de trehalosa, podría explicarse por la baja concentración 

de este compuesto en los conidios de B. bassiana en condiciones normales (Hallsworth y 

Magan, 1997). 

En el caso de ambas cepas de I. fumosorosea, el manitol fue el único compuesto que se 

detectó (Tabla 7.6.).  Para la cepa CNRCB1, la concentración de este poliol, en los conidios 

del tratamiento AN fue de 2 x 10-7 µg con-1, mientras que la de los conidios provenientes del 

tratamiento 26 fue de 18.4 x 10-7 µg con-1. Lo que representa un incremento de más de 

nueve veces. De manera contrastante, la otra cepa, ARSEF 3302, no presentó ningún 

incremento en este compuesto ya que, la concentración en conidios de AN fue 4 x 10-7 µg 

con-1, mientras que la de los conidios de 26 fue 3.8 x 10-7 µg con-1. (Tabla 7.6.), sin tener 

diferencias estadísticamente significativas (t Student, P > 0.05). 

Tabla 7.6. Cuantificación de la concentración del poliol manitol y el disacárido trehalosa en los conidios de los 

cuatro hongos entomopatógenos estudiados. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas 
entre los tratamientos en cada uno de los hongos (t Student, α= 0.05). 

Hongo Compuesto Tratamiento 
µg con-1 

(10-7) 

M.anisopliae 
CP-OAX 

Manitol 
AN 9.93 ± 0.9 b 

26 1.95 ± 1.3 a 

Trehalosa 
AN 4.78 ± 0.4 a 

26 9.61 ± 1.6 b 

B. bassiana 882.5 Manitol 
AN 1.18 ± 0.4 a 

26 10.08 ± 0.9 b 

I. fumosorosea 
CNRCB1 

Manitol 
AN 2 ± 0.6 a 

26 18.4 ± 3.4 b 

I. fumosorosea 
ARSEF 3302 

Manitol 
AN 4 ± 0.1 a 

26 3.8 ± 0.2 a 

 

Los perfiles de concentración de trehalosa y manitol encontrados en los conidios de los 

hongos entompatógenos, fue disímil. Sólo en la cepa de M. anisopliae se pudieron cuantificar 

ambos compuestos, mientras que para el resto (B. bassiana y ambas cepas de I. 
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fumosorosea) sólo se obtuvieron lecturas del poliol manitol. Lo encontrado en los conidios de 

M. anisopliae expuestos al tratamiento 26 resultó interesante; esto es, la disminución en la 

concentración de manitol y el aumento en la de trehalosa, respecto a lo cuantificado en los 

conidios de AN. Este fenómeno, aunque propiciado de diferente manera, ya ha sido 

reportado en el artículo de Wang et al., (2012). En él, los autores silencian los genes de dos 

enzimas que participan en la biosíntesis del manitol en B. bassiana y encuentran que, en 

ambos casos, la disminución de este poliol va acompañada por un incremento en la 

concentración de la trehalosa, tanto en micelio como en conidios, tanto en condiciones de 

crecimiento normal como en condiciones de estrés (osmótico, oxidante y térmico). 

Finalmente, los autores encuentran una correlación inversa entre los contenidos de manitol y 

trehalosa en las cuatro condiciones ya descritas. En la investigación hecha con B. bassiana 

por Liu et al., (2009), también se establece esta correlación inversa en la concentración 

manitol:trehalosa. En este caso, al exponer el micelio de este hongo a elevadas 

temperaturas, los investigadores observaron un incremento en la concentración de trehalosa 

y, al mismo tiempo, una disminución en la del poliol manitol. Por lo anterior, el aumento en el 

disacárido trehalosa en los conidios de M. ansopliae expuestos al tratamiento 26, podría 

explicar el incremento en la resistencia de éstos a temperaturas de 40°C y 45°C. 

Por otra parte, el manitol ha sido asociado en la resistencia de hongos a elevadas 

temperaturas. Por ejemplo, en el estudio de Ruijter et al., (2003), al silenciar el gen que 

codifica para la enzima manitol-1-fosfato deshidrogenasa de A. niger, tanto el micelio como 

los conidios de este hongo resultaron más sensibles a altas temperaturas. En el ya citado 

reporte de Wang et al., (2012), al silenciar los genes de enzimas implicadas en el 

metabolismo del manitol en conidios, éstos resultaron más sensibles a H2O2, radiación UV-B 

y alta temperatura (45°C), evidenciando el importante papel de este poliol en condiciones de 

estrés.  

Sin embargo, los resultados encontrados en la presente investigación, no ofrecen alguna 

conclusión, al menos parcial, acerca de ello ya que, si bien en las cepas de B. bassiana e I. 

fumosorosea CNRCB1 se observó un incremento en la concentración de manitol en sus 

conidios, sólo los de la cepa I. fumosorosea CNRCB1 presentaron un incremento en la 

resistencia a temperatura (Sección 7.2.1.), además, aunque los conidios de la cepa I. 

fumosorosea ARSEF 3302 también incrementaron su termotolerancia, no se observó un 

incremento en la concentración de manitol. Si es que, como se ha reportado, el manitol 
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también está implicado en el proceso germinativo (Gornova et al., 1992) podría explicar por 

qué, tanto los conidios de I. fumosorosea CNRCB1 como B. bassiana, hayan presentado una 

germinación más rápida, tanto en condiciones normales como en hiperosmolaridad (Sección 

7.2.2.), aunque, nuevamente, lo anterior no sea válido para la cepa I. fumosorosea ARSEF 

3302. 

Los compuestos como el manitol y la trehalosa han sido relacionados con incrementos en la 

resistencia a diversos tipos de estrés en diversos organismos, aunque en otras 

investigaciones no han sido relevantes para explicar este fenómeno. Por ejemplo, en el 

estudio hecho por Rangel et al., (2008a), se encontró que los conidios de M. anisopliae, 

después de ser expuestos a un estrés osmótico, presentaban una mayor resistencia a 

elevadas temperaturas y a radiación UV-B que aquellos del tratamiento control; sin embargo, 

los conidios expuestos, tuvieron menores concentraciones de trehalosa y manitol 

comparativamente con los no expuestos, por lo que los autores concluyeron que la 

acumulación de estos compuestos no es el único mecanismo con el que cuenta M. 

anisopliae para su protección ante los factores citados. Otro ejemplo, es el estudio hecho por 

Erdei et al., (2011), con el hongo Kluyveromyces marxianus, observaron que, al exponer 

repetidamente las levaduras de este hongo a una temperatura de 48°C, el contenido de 

trehalosa en éstas se incrementaba significativamente; inesperadamente, estas levaduras 

resultaron ser más sensibles a estrés osmótico, oxidante y al ocasionado por alcohol. Más 

aún, los autores encontraron una correlación entre el aumento de sensibilidad a estas 

condiciones de estrés y el incremento en la concentración de trehalosa. 

Considerando todo lo anterior, tanto los resultados de esta investigación como la revisión 

bibliográfica, no pudo establecerse una relación entre el aumento en la calidad de los 

conidios expuestos al tratamiento 26 (ver tabla anexo B) y la concentración del poliol manitol 

y/o el disacárido trehalosa. Sin duda, no puede cerrarse la opción de la participación de 

estos compuestos en alguna fase de la adquisición de la “protección cruzada” encontrada; 

sin embargo, al menos en lo que respecta a este estudio, los resultados encontrados de 

estos compuestos no ofrecieron una respuesta sólida para explicar, en alguna medida, el 

aumento en la calidad de los conidios observada. Por ello, se decidió estudiar otra posible 

causa que ofreciera una explicación acerca de los fenómenos observados, es decir, 

productos derivados del oxígeno y las enzimas que sirven para degradarlos. 
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7.4. Cuantificación de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

Como se ha mostrado, el tratamiento 26 tuvo un efecto favorable para los conidios de las dos 

cepas de I. fumosorosea, en 4 de las 6 pruebas de calidad realizadas (Anexo B). Debido a 

ésto, se decidió continuar con el estudio sólo de esas cepas, para buscar una posible 

explicación del fenómeno encontrado. Por la naturaleza del tratamiento estudiado (atmósfera 

rica en oxígeno), una interrogante ineludible era, si esta condición atmosférica, podría 

propiciar un incremento en la cantidad de especies reactivas del oxígeno (ERO). La técnica 

que permitió cuantificar, tanto el grado general de estrés oxidante como la concentración del 

anión superóxido en los conidios de las dos cepas de I. fumosorosea, se basa en la 

fluorescencia que, a partir de los reactivos utilizados, emitieron los conidios de los dos 

tratamientos estudiados (AN y 26). Debido a que no se conocía la velocidad de 

sedimentación de los conidios, las lecturas con el reactivo  DCFH (2’,7’- diacetato de 

diclorodihidrofluorosceína), se hicieron tanto en la parte superior como inferior del pozo de la 

placa por ello, en este caso, se presentan dos gráficas. En la muestra control, se sustituyó el 

volumen de la suspensión de conidios por buffer PBS (Sección 6.7.). El grado general de 

estrés oxidante y la concentración de anión superóxido en los conidios de cada tratamiento, 

se presentan considerando la fluorescencia de la muestra control como la unidad, esto es, 

igual a 1.  

Para la cepa CNRCB1, el estado general de estrés oxidante en los conidios del tratamiento 

AN incrementó 3.11 y 1.76  veces respecto al control, en la lectura superior e inferior del 

pozo, respectivamente (Fig. 7.13. A y B); mientras que los conidios del tratamiento 26 

presentaron un incremento, respecto al control, de 5.72 y 2.62 de acuerdo a las lecturas en 

la parte superior e inferior del pozo. Lo anterior, representa un incremento de 83% y 48% 

(parte superior e inferior, respectivamente) en el estado general de estrés oxidante de los 

conidios del tratamiento 26 respecto a los del tratamiento AN. En la cuantificación del anión 

superóxido fue donde se encontraron las mayores diferencias entre los tratamientos ya que, 

para los condios expuestos a AN, se registró un incremento de 1.86 veces respecto al 

control, mientras que lo encontrado en los conidios del tratamiento 26 fue de 8.23 de 

incremento (Fig. 7.13. C). Esto significa que la concentración de anión superóxido en los 

conidios expuestos a la atmósfera enriquecida (26) aumentó más de 4 veces comparado con 

lo encontrado en los conidios de la atmósfera normal (AN). 
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Figura 7.13. Cuantificación del grado general de estrés oxidante (A y B) y del anión superóxido (C) en los 
conidios de I. fumosorosea CNRCB1 expuestos a los tratamientos de atmósfera normal (AN, barra abierta) y 
enriquecida (26, barra cerrada). Para el grado general de estrés oxidante, se hicieron lecturas en la parte superior 
(A) e inferior (B) del pozo. Los resultados se presentan normalizados respecto a la muestra control. Letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos en cada una de las pruebas (t 
Student P < 0.05). 

 

En el caso de la cepa ARSEF 3302, se encontró que el grado general de estrés oxidante 

para los condios del tratamiento AN presentó un incremento, respecto al control, de 7.65 y 

2.25 en la lectura superior e inferior del pozo, respectivamente. Mientras que, para los 

conidios del tratamiento 26, se encontraron incrementos de 10.88 y 3.14 respecto al control. 

Lo anterior significa un aumento en el grado general de estrés oxidante de los conidios del 

tratamiento 26, respecto a los del tratamiento AN, de 42% y casi 40% en la parte superior e 

inferior del pozo, respectivamente (Fig. 7.14. A y B). En lo que corresponde a la 

concentración del anión superóxido, se encontró un incremento de 7.21 veces en los 

conidios expuestos a la atmósfera normal (AN) comparado con la muestra control; mientras 

que para los conidios provenientes de la atmósfera enriquecida (26), el incremento 

encontrado fue de 22.5 (Fig. 7.14.C). Comparando los tratamientos, la concentración del 

anión superóxido fue mayor por más de tres veces en los conidios del tratamiento 26 

respecto a los de AN.   

Al comparar estos resultados entre las dos cepas de I. fumosorosea (CNRCB1 y ARSEF 

3302), y considerando ahora las unidades de fluorescencia (la magnitud de fluorescencia 

emitida por los conidios), se encontró que el grado general de estrés oxidante resultó similar 

en los conidios de ambas cepas, comparando los tratamientos AN y 26, por separado. Sin 
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embargo, es interesante observar que la cuantificación del anión superóxido fue mayor en 

los conidios de la cepa ARSEF 3302, siendo 7.5 veces mayor en AN y 3.1 veces mayor en 

26 (Anexo H). 

 

 

 

 

En ambas cepas de I. fumosorosea, se observó un incremento tanto en el grado 

general de estrés oxidativo celular (DCFH), como en la concentración del anión 

superóxido (DHE). En la cepa CNCRB1, al medir el grado general de estrés  

 

 
 
 

Figura 7.14. Cuantificación del grado general de estrés oxidante (A y B) y del anión superóxido (C) en los 
conidios de I. fumosorosea ARSEF 3302 expuestos a los tratamientos de atmósfera normal (AN, barra abierta) y 
enriquecida (26, barra cerrada). Para el grado general de estrés oxidante, se hicieron lecturas en la parte superior 
(A) e inferior (B) del pozo. Los resultados se presentan normalizados respecto a la muestra control. Letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos en cada una de las pruebas (t 
Student P < 0.05). 

 

Las especies reactivas del oxígeno (ERO) se han considerado como subproductos del 

metabolismo celular, generados principalmente en la mitocondria. Cuando la producción de 

ERO sobrepasa la capacidad antioxidante celular, se considera un estado de estrés 

oxidante, evento que ocasiona daños en las macromoléculas celulares como los lípidos, 

proteínas y ADN (Thannickal y Fanburg, 2000). Sin embargo, las ERO también juegan un 

papel determinante en procesos fisiológicos (Finkel, 1998;  Rhee, 1999; Aguirre et al., 2005). 

De hecho, se ha reportado que las enzimas NADPH oxidasas (NOX), producen ERO para 

regular la diferenciación celular, inmunidad, proliferación celular, transducción de señales y 

transporte de iones (Finkel, 2003; Lambeth, 2004; Foreman et al., 2003; Kwak et al., 2003). 

Es interesante cómo en algunas investigaciones, las ERO, han sido implicadas en 

interacciones patógeno-hospedero (Nathues, 2004). Además, se ha asociado a las ERO, en 

procesos vitales como la apoptosis (Sarafian y Bredesen, 1994; Slater et al., 1995).  
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En el caso de los hongos entomopatógenos, ya se han reseñado los artículos que estudiaron 

la relación entre una mayor actividad catalasa (enzima antioxidante) y el incremento en la 

tasa de germinación, infectividad y resistencia a estrés (Morales-Hernández et al., 2010; Ali 

et al., 2012). Se puede suponer que un incremento en el grado de oxidación celular, tendrá 

como resultado un incremento en la actividad de una o varias enzimas antioxidantes 

(catalasa, SOD, glutatión peroxidasa). Por ello, una vez que se comprobó el aumento en la 

producción de ERO, el siguiente paso en esta investigación fue el estudio de la actividad de 

las enzimas antioxidantes SOD y catalasa. Se estudiaron específicamente estas enzimas ya 

que, de acuerdo a varios reportes recientes, se han asociado a incrementos en la calidad de 

los conidios de los hongos entomopatógenos. 

7.5. Cuantificación de actividad superóxido dismutasa (SOD) 

Debido a los resultados encontrados en el apartado anterior, se determinó la actividad de la 

enzima superóxido dismutasa (SOD) en los conidios de las dos cepas de I. fumosorosea 

expuestos, tanto al tratamiento AN, como al 26. Además de estudiar la respuesta enzimática 

de I. fumosorosea, ante un evidente incremento en la concentración del anión superóxido en 

los conidios del tratamiento 26 (Sección 7.4.),  este experimento buscaba establecer si a este 

tipo de enzimas (SOD) se les podría relacionar con el incremento en la calidad de los 

conidios de ambas cepas, considerando los reportes científicos con B. bassiana que han 

evidenciado tal relación (Xie et al., 2010 y 2012). 

La hipótesis planteada antes de la realización de este experimento, fundamentada en los 

resultados descritos en la sección anterior, era que la actividad de esta enzima antioxidante, 

en los conidios de ambas cepas de I. fumosorosea, podría incrementarse. Sin embargo, en 

los resultados encontrados en la cepa CNRCB1, se observó un fenómeno contrario al 

esperado ya que, la actividad enzimática de los conidios del tratamiento AN tuvieron una 

actividad SOD significativamente mayor (t Student, P < 0.05) a lo obtenido en lo 

correspondiente al tratamiento 26  (17.1 y 9.5 U µg-1 proteína, respectivamente), diferencias 

que representan un 80% de actividad mayor en AN que en 26 (Fig. 7.15.A). En el caso de la 

cepa ARSEF 3302, no se observó una diferencia estadísticamente significativa (t Student, P 

> 0.05) en la actividad SOD en los condios de ambos tratamientos. Siendo las 

cuantificaciones de 11.81 y 13.37 U µg-1 proteína para los conidios de los tratamientos AN y 

26, respectivamente (Fig. 7.15.B). 
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Figura 7.15. Actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) en conidios de I. fumosorosea CNRCB1 (A) y 

ARSEF 3302 (B), expuestos a una atmósfera normal (AN, barras abiertas) y pulsos de una atmósfera enriquecida 
(26, barras cerradas). La actividad enzimática se reporta como unidades por microgramo de proteína (U µg

-1
 

proteína). Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos (t Student, P < 
0.05) en cada una de las cepas. 

 

En los hongos, se sabe que las enzimas SOD están involucradas en varios procesos 

biológicos como: respuesta a estrés, diferenciación celular e infección (Aguirre et al., 2005). 

Por ejemplo, en levaduras, la enzima MnSOD participa en la protección de daños por 

hiperosmolaridad, calor y oxidación (Jeong et al., 2001; Hwang et al., 2003;  Narasipura et 

al., 2005; Dziadkowiec et al., 2007). 

En el caso de los hongos entomopatógenos, diversos estudios han evidenciado la 

importancia de las enzimas SOD en diversos procesos biológicos. Cuando se sobreexpresó 

el gen BbSod2 en una cepa de B. bassiana, se observó un incremento en la resistencia a 

radiación UV-B y también se evidenció un incremento en la infectividad de este hongo hacia 

larvas de S. litura (Xie et al., 2010). En otra investigación, se propició la disfuncionalidad de 

dos genes SOD (BbSod2 y BbSod3) de B. bassiana, anulando también la traducción a 

proteína de estos genes por RNAi. Lo anterior ocasionó alteraciones en el fenotipo como: 

retraso en la esporulación, disminución en la producción de conidios, mayor sensibilidad a 

compuestos oxidantes (menadiona y H2O2), reducción en su tolerancia a UV-A y UV-B y, 

finalmente, también se observó un aumento en los tiempos letales 50 (TL50) hacia Myzus 

persicae (Xie et al., 2012). En I. fumosorosea también se ha reportado la importancia de la 
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enzima SOD. Ali et al., (2011), estudiaron la influencia de agregar metales como Cu, Zn, Mn, 

Fe y la mezcla de ellos en el medio de cultivo y observaron si propiciaban un incremento en 

la actividad de esta enzima y, a partir de ello, estudiar el efecto que tendría dicho incremento. 

Los conidios producidos en el medio que propició un mayor incremento en la actividad SOD 

(Cu + Zn), resultaron más tolerantes a estrés térmico y a radiación UV-B, además de mostrar 

una mayor virulencia hacia larvas de P. xylostella. 

En esta investigación, a pesar del evidente incremento en la cuantificación del anión 

superóxido derivado por el tratamiento 26, no se observaron incrementos en la actividad 

SOD en los conidios expuestos al mismo. Sin embargo, en la investigación realizada por 

Garza-López et al., (2012), al exponer a B. bassiana a una concentración de oxígeno de 26% 

(misma concentración de O2 que la utilizada en esta investigación), la actividad SOD fue 

menor o igual a la actividad del tratamiento control (AN). En dicha investigación, sí se 

comprobó el estrés oxidante causado por la atmósfera enriquecida, al comprobar el daño en 

lípidos. Una perspectiva para dilucidar esta aparente paradoja (incremento en la 

concentración de anión superoxido - no incremento en la actividad SOD), es el estudio a 

nivel molecular de las distintas enzimas SOD. En una familia de enzimas, hay algunas que 

están fuertemente implicadas en las lecturas de la actividad total enzimática, mientras que 

otras sólo se expresan en momentos muy específicos. Por ello, la identificación y estudio de 

los tipos de enzimas SOD en I. fumosorosea son un paso, sine qua non, para la explicación 

de fenómenos como el presentado en este estudio. 

7.6. Cuantificación de actividad catalasa 

Las catalasas son una familia de enzimas cuya principal función es la descomposición de 

peróxido de hidrógeno (H2O2) en agua y oxígeno. Los resultados obtenidos en la Sección 

7.4, sugieren que el tratamiento 26 propició, en los conidios de ambas cepas de I. 

fumosorosea, un incremento en la producción de peróxido de hidrógeno. Por lo cual, se 

determinó estudiar la actividad catalasa total en los conidios de los dos hongos (CNCRB1 y 

ARSEF 3302).  

En el caso de la cepa CNRCB1, se registraron lecturas de actividad catalasa (U µg-1 

proteína) de: 16.7 y 31.2 para los tratamientos AN y 26, respectivamente (Fig. 7.16.). 

Respecto a la cepa ARSEF 3302, la actividad observada en los conidios del tratamiento AN 

resultó de 8.6 U µg-1 proteína; mientras que la actividad en el tratamiento 26 fue de 30.7 U 
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µg-1 proteína, lo que representa un incremento de 3.5 veces (Fig. 7.16.). En ambos casos, se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (ANOVA, P 0.05) entre los 

tratamientos. Es oportuno puntualizar que, al comparar la actividad catalasa en el tratamiento 

26 en ambas cepas, ésta no presentó diferencias estadísticamente significativas, es decir, la 

magnitud del aumento de la actividad enzimática fue igual en los conidios de ambos hongos.  

Figura 7.16. Actividad catalasa de los condios de las cepas de I. fumosorosea ARSEF 3302 y CNRCB1, 

expuestos a una atmósfera normal (AN, barras blancas) y a pulsos de una atmósfera rica en oxígeno (26, barras 

cerradas). Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos (ANOVA, P < 

0.05). 

Como ya se ha establecido, la principal función de la enzima catalasa es la degradación de 

la especie reactiva H2O2 en agua y O2. Tal acción tiene relevancia, no sólo para la 

sobrevivencia del organismo, sino, como es el caso de algunos hongos, también en procesos 

fisiológicos (como la germinación), además de la infectividad. Por ejemplo, cuando se inhibió 

la expresión de dos genes codificantes para catalasa (cat1 y cat2) en Aspergillus fumigatus, 

este hongo disminuyó su capacidad infectiva con modelos murinos; algo interesante es que, 

esta cepa modificada, no fue más sensible al peróxido de hidrógeno comparada con la cepa 

silvestre (Paris et al., 2003). En otra investigación, se estudió la expresión de un gen de 

catalasa (catB) del hongo fitopatógeno Magnaporte grisea. En ese estudio, se encontró que 

este gen incrementaba su expresión hasta 600 veces en el momento de la penetración a la 

planta. La cepa mutante, deficiente en este gen, presentó una pobre esporulación, conidios y 
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apresorios frágiles y disminuyó su patogenicidad hacia cebada y arroz (Skamnioti et al., 

2007). 

Recientemente, se han publicado diversas investigaciones en las que se evalúa la 

importancia de este tipo de enzimas en los hongos entomopatógenos. Morales-Hernández et 

al., (2007), sobreexpresó el gen cat1 en M. anisopliae, encontrando incrementos en la tasa 

de germinación e infectividad hacia larvas de P. xylostella. Ali et al., (2012) encontraron que, 

al inducir un aumento en la actividad catalasa total con el compuesto n-octacosano en B. 

bassiana, se reducía el tiempo de germinación de los conidios y se incrementaba su 

infectividad hacia P. xylostella. Recientemente, Wang et al., (2013), estudiaron el papel de 

cinco genes de catalasa en B. bassiana. Cuando inhibieron la expresión de los genes catA, 

catP o catD, observaron disminución en la infectividad; además, encontraron que estas 

enzimas estaban ligadas a la tolerancia a altas temperaturas y resistencia a radiación UV-B. 

Finalmente, Chantasingh et al., (2013), investigaron el efecto de la sobreexpresión del gen 

catE7 en B. bassiana; los investigadores reportan que esta cepa modificada germinó más 

rápido, además de presentar una mayor virulencia hacia larvas de Spodoptera exigua. 

Curiosamente, esta cepa no mostró un mayor crecimiento vegetativo en presencia de H2O2, 

comparativamente con la cepa silvestre. 

En esta investigación, se encontró una relación similar a la de los reportes descritos. La 

actividad catalasa en los conidios de las cepas estudiadas, se vio incrementada con el 

tratamiento 26 y esto puede estar relacionado con el aumento en la calidad de los mismos 

(termotolerancia, germinación, infectividad). Los siguientes cuestionamientos podrían ser: 

¿todas las enzimas catalasa están implicadas en estos fenómenos?; la expresión de los 

genes de las diferentes enzimas catalasa ¿varía a través del tiempo de cultivo?; la respuesta 

antioxidante a la atmósfera rica en oxígeno, ¿es inmediata?, ¿o existen tiempos específicos? 

y, de ser así, ¿cuáles son éstos?. Para intentar responder a estas preguntas, es necesario 

estudiar, a nivel genético, el efecto del tratamiento 26 en el hongo I. fumosorosea. 

7.7. Genes de enzima catalasa 

Al consultar la página del National Center for Biotechnology Information (NCBI), 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore, 11/08/2013, 17:42 hrs.) no se encontraron secuencias 

reportadas de los genes de enzima catalasa para I. fumosorosea. Por lo que, como una 

primera instancia, se decidió usar los primers degenerados (Anexo E) reportados por Wang 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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et al., (2013). De acuerdo a los autores, estos primers se diseñaron a partir de regiones 

conservadas de secuencias alineadas de los genes de catalasa de otros hongos tomados de 

la base de datos del GenBank, obteniéndose los resultados que a continuación se describen. 

7.7.1. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)  

En primera instancia, se buscó comprobar el correcto diseño y funcionalidad de los primers 

degenerados, realizando pruebas de PCR con ADN de la cepa de B. bassiana 882.5 debido 

a que, con este hongo, se logró una correcta amplificación (Wang et al., 2013). En las 

pruebas de PCR, se consideraron 2 temperaturas de hibridación, 52 y 55°C (Fig. 7.17., A y B 

respectivamente). De acuerdo a los resultados obtenidos en los dos experimentos, se 

determinó que los primers para catB (carriles 2 y 3 en A y B, respectivamente) no 

presentaron ninguna amplificación, por lo que se decidió omitir el estudio de este gen para 

pruebas con I. fumosorosea. Respecto a catP, se encontró un barrido en el experimento a 

52°C (B, carril 6); por esto y por la importancia de este gen respecto a actividad catalasa total 

e infectividad (Wang et al., 2013), se buscó la amplificación de este gen con un gradiente de 

temperatura; sin embargo, tampoco se encontró la amplificación del mismo y este gen 

también fue descartado para el estudio posterior. Los genes que sí presentaron amplificación 

fueron catC y catD, tanto a 55°C como a 52°C (A y B, carriles 4 y 5, respectivamente); así 

como catA, con el que se obtuvo un resultado positivo a 52°C (B, carril 2). 

Figura 7.17. Geles de electroforesis de productos de dos experimentos de PCR hechos a temperaturas de 

hibridación de 55°C (A) y 52°C (B) para B. bassiana. La distribución carril/muestra es, Imagen A: 1/MPM 1Kb; 
2/catA; 3/catB; 4/catC; 5/catD/ 6/catP. Imagen B: 1/MPM 1Kb; 2/catA; 3/catB; 4/catC; 5/catD; 6/catP y 7/catD ctol-. 
MPM: Marcador de Peso Molecular. 

A B 
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Una vez seleccionados los primers, se realizaron experimentos de PCR con ADN de ambas 

cepas de I. fumosorosea, teniendo como control positivo el ADN de B. bassiana 882.5 y 

como control negativo, agua inyectable. En un primer experimento (Fig. 7.18), a una 

temperatura de hibridación de 55°C, se observó que en ninguna de las dos cepas de I. 

fumosorosea se encontró amplificación para catC (carriles 4 y 5, para CNRCB1 y ARSEF 

3302); mientras que en el control positivo de este gen, sí se obtuvo una banda definida (carril 

3). En el caso del gen catD, sí se encontró amplificación en ambas cepas de I. fumosorosea 

(carriles 8 y 9, para CNRCB1 y ARSEF 3302). El control positivo también presentó la banda 

correspondiente (carril 7). Ninguno de los controles negativos presentó amplificación (carriles 

1 y 6, para catC y catD).  

Figura 7.18. Gel de electroforesis de productos de PCR hecho a una temperatura de hibridación de 55°C. La 

distribución carril/muestra, es: 1/catC ctol -; 2/MPM 1 Kb; 3/catC B.b. ctol +; 4/catC CNRCB1; 5/catC ARSEF; 
6/catD ctol -; 7/catD B.b. ctol +; 8/catD CNRCB1/ 9/catD ARSEF. 
 

En el siguiente experimento (Fig. 7.19.), se buscó la amplificación de catA en I. fumosorosea. 

La temperatura de hibridación usada en este PCR fue de 52°C; en este experimento se 

volvió a intentar encontrar amplificación para catC, ahora con una temperatura diferente. En 

el caso de catA, no se observó una amplificación para la cepa I. fumosorosea ARSEF 3302, 

aunque sí para CNRCB1 (carriles 4 y 5 respectivamente). En esta ocasión, el control positivo 

no presentó una banda (carril 3), así como tampoco se observó en el control negativo (carril 

1). En este caso, se decidió repetir el experimento para confirmar los resultados encontrados 

con catA. Respecto a catC, tampoco fue posible encontrar amplificación en ninguna de las 



 
 

92 
 

cepas de I. fumosorosea (carril 8 y 9, para CNCRB1 y ARSEF 3302). A partir de estos 

resultados, se determinó que el gen catC, no podría ser estudiado en I. fumosorosea para la 

siguiente etapa experimental.  

Figura 7.19. Gel de electroforesis de productos de PCR hecho a una temperatura de hibridación de 52°C. La 
distribución carril/muestra, es: 1/catA ctol -; 2/MPM 1 Kb; 3/catA B.b. ctol +; 4/catA ARSEF; 5/catA CNRCB1; 
6/catC ctol -; 7/catC ctol +; 8/catC ARSEF; 9/catC CNRCB1. 
 

Antes del siguiente experimento, se volvió a extraer ADN de ambas cepas de I. fumosorosea 

y B. bassiana 882.5, para asegurar la reproducibilidad de los resultados obtenidos. Una vez 

hecho esto, se realizó un PCR con los dos genes con los que se había encontrado una 

amplificación (catA y catD), utilizando las respectivas temperaturas de hibridación (52 y 

55°C). En el caso de catA, se encontró una banda de amplificación para I. fumosorosea 

CNRCB1 y para el control positivo (Fig. 7.20., carriles 2 y 4 respectivamente). En el caso de 

catD, se encontró amplificación en el control positivo, CNRCB1 y ARSEF 3302 (carriles 6, 7 y 

8 respectivamente). En este experimento, se encontró una amplificación en el control 

negativo (carril 9), por lo que se repitió el PCR para catD exclusivamente; mientras que los 

productos de PCR para catA se almacenaron para posteriormente purificarlos y 

secuenciarlos.   
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Figura 7.20. Gel de electroforesis de productos de PCR hechos a una temperatura de hibridación de 52°C 
(carriles 1-4) y 55°C (carriles 6-9). La distribución carril/muestra, es: 1/catA ctol -; 2/catA CNRCB1; 3/catA ARSEF; 
4/catA ctol +; 5/MPM 1 Kb; 6/catD ctol +; 7/catD CNCRB1; 8/catD ARSEF y 9/catD ctol -.  
 

En la repetición de PCR para catD, se observaron amplificaciones para el control positivo, 

CNRCB1 y ARSEF 3302 (Fig. 7.21.A, carriles 2, 3 y 4 respectivamente); en este 

experimento, ya no se encontró la amplificación del control negativo (carril 1), por lo que 

estos productos de PCR se purificaron y secuenciaron. La figura 7.21.B, muestra el gel de 

electroforesis de los productos de PCR purificados de catD para CNRCB1, ARSEF 3302 y 

control + (carriles 1,2 y 4 respectivamente) y de catA para CNRCB1 (carril 5).  
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Figura 7.21. A: Gel de electroforesis de productos de PCR hecho a una temperatura de 55°C para buscar 
amplificación del gen catD. La distribución carril/muestra, es: 1/catD ctol -; 2/catD B.b. ctol +; 3/catD CNRCB1; 
4/catD ARSEF y 5/MPM 1 Kb. B: Gel de electroforesis de los productos de PCR purificados para su posterior 
secuenciación, la distribución carril/muestra, es: 1/catD CNRCB1; 2/catD ARSEF; 3/MPM 1 Kb; 4/catD B.b. ctol +; 
5/catA CNRCB1. 
 

Los primers degenerados permitieron la amplificación de dos fragmentos supuestos genes 

que codifican para enzima catalasa en I. fumosorosea (catA y catD). Se utilizó la cepa B. 

bassiana 882.5 para evaluar la funcionalidad de los primers degenerados y servir así como 

un control positivo en este experimento. El gen catP no pudo ser amplificado con estos 

primers, ni siquiera con B. bassiana, lo cual puede deberse a que las temperaturas de 

hibridación no fueron las adecuadas o en un error en el diseño de los primers. El gen catC sí 

logró amplificarse en B. bassiana pero no en I. fumosorosea. De acuerdo al artículo de Wang 

et al., (2013), esta es sólo una subunidad y su silenciamiento, en B. bassiana, únicamente 

tuvo repercusión en una mayor sensibilidad a H2O2. De acuerdo al artículo citado, catA es 

una catalasa específica en esporas y tiene influencia en la resistencia a radiación UV-B y en 

la infectividad. Mientras que catD, es una enzima que es secretada y tiene participación en 

los mismos eventos que catA (UV-B e infectividad).  

Al no estar disponibles aún las secuencias de los genes de catalasa de I. fumosorosea, el 

uso de primers degenerados para buscar las secuencias, aún parciales, de los mismos 

resultó adecuado. Sin duda, la secuencia completa de los genes de dichas enzimas es lo 

apropiado para el estudio de su expresión en los experimentos que así lo requieran; sin 

A B 



 
 

95 
 

embargo, en el caso de esta investigación, se determinó que este estudio podría ser válido 

aún no contando con ésta y, a partir de la secuenciación parcial y la búsqueda de homología 

de la misma, poder continuar con el estudio de estos genes en I. fumosorosea. 

7.7.2. Secuenciación e identificación de los genes amplificados 

Una vez purificados los productos de PCR en los que se comprobó que había amplificación 

en I. fumosorosea, se determinó la secuencia de los amplicones. Estas secuencias (Anexo I) 

se ingresaron al Basic Local Alignment Searching Tool (BLAST) de la página electrónica del 

NCBI, para buscar homologías con secuencias de genes ya reportadas. En el caso de catA 

(forward), el resultado de la búsqueda fue de un 85% de identidad con el gen catalasa A de 

B. bassiana; 79% de homología con el gen catalasa 1 de Magnaporthe oryzae y un 77% de 

homología con el gen catalasa 1 de Thielavia terrestris (Fig. 7.22.). 

Figura 7.22. Resultados de la búsqueda de homologías de la secuencia obtenida del producto de PCR de catA 

(forward) de I. fumosorosea CNRCB1, en el BLAST de nucleotidos de la página del NCBI. 

En el caso de catD (forward), se encontró una homología del 88% con el gen  

peroxidasa/catalasa 2 de Cordyceps militaris; del 80% con el gen catalasa P de B. bassiana 

y de 79% con el gen catalasa-peroxidasa 2 de Aspergillus clavatus (Fig. 7.23.).  

Figura 7.23. Resultados de la búsqueda de homologías de la secuencia obtenida del producto de PCR de catD 

(forward) de I. fumosorosea CNRCB1, en el BLAST de nucleotidos de la página del NCBI. 
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Llamó la atención que una de las homologías más altas fue con el gen de catalasa P de B. 

bassiana, siendo este el gen reportado por Wang et al., (2013); sin embargo, la amplificación 

se hizo con los primers degenerados para amplificación de catD. Para verificar este 

resultado, se ingresó la secuencia obtenida de catD en B. bassiana 882.5 (control positivo). 

La homología más alta en este caso fue de 93% para el gen de catalasa P de B. bassiana 

(Fig. 7.24.). Esto confirmó que el resultado obtenido con I. fumosorosea CNRCB1 fue 

correcto y lo que podría justificar esta incongruencia es un posible error al registrar las 

secuencias en la base de datos del NCBI por parte de los autores, o un error en el reporte de 

los primers degenerados en el material extra del artículo.  

 

 

 

 

 

Figura 7.24. Resultados de la búsqueda de homologías de la secuencia obtenida del producto de PCR de catD 
(forward) de B. bassiana 882.5, en el BLAST de nucleotidos de la página del NCBI. 
 

Los resultados encontrados permiten establecer que las secuencias obtenidas de catA y 

catD, en I. fumosorosea, tienen altas homologías con genes ya reportados de la enzima 

antioxidante catalasa en otros hongos y, por tanto, es posible que estas secuencias sean 

parte de los genes, aún no reportados, de las enzimas catalasa de este hongo. A partir de 

esto, se propone un experimento de PCR en tiempo real para examinar la expresión de estos 

genes a través del tiempo cuando el hongo es expuesto al tratamiento 26 y determinar de 

esta forma una respuesta más específica del hongo a la atmósfera enriquecida. 
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8. CONCLUSIONES 

 

Los pulsos atmósfericos con una concentración rica en oxígeno (26%) propiciaron: 

 Diferentes efectos en la infectividad de los hongos entomopatógenos. Se incrementó 

en el caso de ambas cepas de I. fumosorosea. 

 Efectos variables respecto a la calidad de los conidios. Para las dos cepas de I. 

fumosorosea, se observó un efecto favorable en casi todas las pruebas. 

 Un incrementó en el grado general de estrés oxidante y en la concentración del anión 

superóxido en los conidios de las dos cepas de I. fumosorosea. 

 Un efecto variable respecto a la actividad de las enzimas antioxidantes en ambas 

cepas de I. fumosorosea. La enzima superóxido dismutasa no se incrementó; 

mientras que la actividad catalasa aumentó. 

El poliol manitol y el disacárido trehalosa, no pueden considerarse como una explicación 

respecto al incremento en la calidad de los conidios de los hongos entomopatógenos. 

Fue posible encontrar las secuencias parciales de dos genes (catA y catP) que codifican 

para enzimas catalasa en I. fumosorosea. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

 Estudiar el efecto de la atmósfera enriquecida en los conidios de hongos 

entomopatógenos, en un tercer factor abiótico de importancia commo es la radiación 

UV-B. 

 Estudiar si el incremento de la infectividad en las dos cepas de I. fumosorosea, es 

reproducible en insectos plaga de mayor importancia agrícola. 

 Estudios de efectividad de los conidios expuestos a la atmósfera enriquecida a nivel 

campo. 

 Estudio en hongos entomopatógenos, de la participación de las especies reactivas 

del oxígeno como señalizadores celulares en condiciones de estrés. 

 Estudio para comprobar el posible estrés oxidante en conidios de ambas cepas de I. 

fumosorosea. 

 Secuenciación completa de los dos genes de catalasa (catA y catP) en I. 

fumosorosea y análisis de la expresión de estos genes a través del tiempo de cultivo 

en los dos tratamientos atmosféricos estudiados (AN y 26). 

 Encontrar otros tipos de enzimas catalasa en I. fumosorosea y su participación en 

resistencia a estrés y en proceso infectivo. 
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ANEXOS 

Anexo A. Cromatograma a partir del cual se determinó el tiempo de retención del 

manitol (21.5 min) y de la trehalosa (26.6 min).  
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Para la construcción de las curvas estándar, tanto de manitol como de trehalosa, se 

utilizaron compuestos grado HPLC (Sigma-Aldrich™, No. catálogo: 63559 y  T9531, 

respectivamente). Para ambos compuestos, se partió de una solución con agua desionizada 

a una concentración 1 mg mL-1 y, a partir de ésta, se hicieron diluciones para obtener 

concentraciones de 0.5, 0.1 y 0.05 mg mL-1. A continuación, se presentan las unidades de 

índice de refracción (nRIU) encontradas en cada una de las concentraciones descritas de 

estos compuestos, así como las gráficas derivadas de estos datos. 

 

 

Manitol 

Concentración 
(mg mL-1) 

nRIU 

1 345729 

0.5 211421 

0.1 76891 

0.05 37945 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trehalosa 

Concentración 
(mg mL-1) 

nRIU 

1 277083 

0.5 85356 

0.1 15387 

0.05 2447 
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Anexo B. Efecto del tratamiento 26 (26% O2) en la calidad de los conidios de los 

hongos entomopatógenos en comparación con el tratamiento AN (21% O2). 
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Anexo C. Imágenes del funcionamiento de los compuestos DCFH y DHE, para la 

cuantificación de ROS. 
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Anexo D. Curva estándar para la determinación de actividad de la enzima Superóxido 

Dismutasa (SOD). 

Para realizar esta curva, se siguieron las instrucciones del protocolo SOD Determination Kit 

19160 (Sigma-Aldrich™). Para estandarizar la actividad, se utilizó una enzima comercial (# 

cat. S2515, Sigma-Aldrich™) a una concentración de 1,000 U/mL, a partir de la cual se 

hicieron diluciones con buffer de fosfato de potasio (0.1 M, pH= 7.5), para tener 

concentraciones de 125, 60, 30, 10, 5, 1 y 0.1 U/mL. Las lecturas de absorbancia se hicieron 

en un espectrofotómetro BioTek ELx808 a una longitud de onda de 450 nm. Una vez 

obtenidas las absorbancias experimentales, se transformaron a U enzimáticas a partir de 

esta curva. 
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Anexo E. Primers degenerados utilizados para buscar la amplificación de 5 genes de 

enzima catalasa en las dos cepas de I. fumosorosea (CNRCB1 y ARSEF 3302).  

Estos primers fueron reportados por Wang et al., (2013). De acuerdo a los autores, estos 

primers se diseñaron a partir de las secuencias consenso obtenidas a partir de las 

secuencias conocidas de 6 hongos. 
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Anexo F. Cinéticas de viabilidad (%) de los conidios de dos cepas de I. fumosorosea 

(ARSEF3302 y CNRCB1), después de ser expuestos a dos temperaturas (38 y 40°C).  

Para la cepa ARSEF3302, se identifican los resultados de los conidios con tratamiento AN 

(círculo) y 26 (triángulo). Para la cepa CNRCB1, se muestran los resultados de los conidios 

del tratamiento AN (cuadrado) y 26 (rombo). Las líneas representan la proyección del modelo 

propuesto (contínua:AN; punteada:26). Los valores de R2 aparecen debajo de cada gráfica. 
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CNCRB1 38°C 
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CNRCB1 40°C 

 

AN R2: 0.9979/ 26 R2: 0.9541 
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Anexo G. Gráficas del segundo experimento de germinación en medio SDA (G) y 

germinación en medio SDA más NaCl (GEO), de los  4 hongos entomopatógenos. 

 

Se presentan los resultados encontrados en M. anisopliae CP-OAX, B. bassiana 882.5 y las 

dos cepas de I. fumosorosea, CNRCB1 y ARSEF 3302. Letras distintas indican diferencias 

estadísticamente significativas  en cada tiempo de muestreo (ANOVA, P < 0.05). 
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I. fumosorosea CNRCB1 
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Anexo H. Cuantificación, en Unidades de Fluorescencia (UF), del grado general de 

estrés oxidante (DCFH) y del anión superóxido (DHE) de los conidios de las dos cepas 

de I. fumosorosea (CNRCB1 y ARSEF 3302).  

 

Se presentan los resultados encontrados en los conidios de ambas cepas de I. fumosorosea, 

expuestos a los tratamientos AN y 26. Se indican las lecturas en unidades de fluoresencia 

(UF) de los tratamientos una vez restadas de la lectura de la muestra control. En la muestra 

control se sustituyó el volumen de la suspensión de conidios por buffer PBS. 

 I. fumosorosea CNRCB1 
 

 

 

 

 

 

 

 

A: Grado general de estrés oxidante en la parte superior del pozo.  
B: Grado general de estrés oxidante en la parte inferior del pozo. 
C: Concentración del anión superóxido. 
 

 I. fumosorosea ARSEF 3302 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: Grado general de estrés oxidante en la parte superior del pozo.  
B: Grado general de estrés oxidante en la parte inferior del pozo. 
C: Concentración del anión superóxido. 
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Anexo I. Secuencias obtenidas de los productos de PCR que evidenciaron la 

amplificación de catA y catD en I. fumosorosea CNRCB1. 

 

Secuencia catA Forward 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Secuencia catA Reverse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

>COL-A-F sequence exported from COL-A-F.ab1 

GTGAGCGACTATCGCGACAGCGGTGGCAGAGGTGAGATTCCCACGTACAGACGGCGCACAC

ACGGGATTTTGTTTATGCATCGGTAGGCAACACACATGTTCATAGATGGGCACATGTCGGAC

CGCGGGATCCCAAGGTCCTACCGCATGATGCAAGGGTTCGGCGTCAACACGTTTACGCTGA

TCAACGCGCAGGGCAAGCGTCATTTTGTCAAATTTCACTTTACGCCCGAGCTCGGCGTGCAC

TCGCTGGTGTGGGACGAGGCACTCAAGATTGGCGGGCAGGATCCCGACTTTCACAGAAAGG

ACTTGATGGAGGCCATCGAGAATGGTGCCTATCCCCGGTGGAAGTTTGGCATCCAGACAATT

GCCGAGGGCGAGGAGGACAGATTTGAGTTTGACGTCCTCGACGCCACCAAGGTGTGGCCC

GAGGACCTCGTCCCGATCCGCTACATTGGCGAGCTGGAGCTGAACCGCAACGTGGACGAGT

ATTTCACCGAGACGGAGCAGGTTGCGTTTTGCACCAGCCACGTCGTGCCCGGCATCGGCTT

CTCCGACGACCCTCTCCTGCAGGGCCGCAACTTTTCCTATTTTGACACGCAGCTGAGCCGCC

TGGGCATCAACTGGGAGGAGCTGCCCATCAACAAGCCCGTCTGTCCAATGATGAACTTTAAC

CGCGACGGCGCCATGCGCCACCGCGTCTCCCAGGGCAAGTTCAACTACTGGCCCAACAGG

GGCGAGGTGCAGCCGCCCGCTGCCACCTCGGAGGGCGGCTACCACGACTACCCGCAAAAG

GTGGGCCGGGATCAAAGTGCGCGGCAAGAGCGAAAAGTTCAAGGGAGCATATTTCCCAAGC

GCAGCTGTTCTACAACTCCCCTCAGCGCCATCGAACAGAAGCACCTGCAAGGCGGCACTCC

GCCGTTTCGAATCTTCGAACCATTGGCGGACCGAAAATA 

>COL-A-R sequence exported from COL-A-R.ab1 

ACGGCTAAAAATCCCAAAGAAACCGTTGAAGCCTGGGGGAGTTGTAGAACAGCTGCTCTTGA

AGAAATATGCTCCTTGAGAGAAGGGGGTGGCGCGCACCTTGATTTCGGACACCTTTTGCGG

GTAGACGTGGTAGCCGCCCTCCGAGGTGGCAGCGGGCGGCTGCACCTCGCCCCTGTTGGG

CCAGTAGTTGAACTTGCCCTTGGAGACGCGGTGGCGCATGGCGCCGTCGCGGTTAAAGTTC

ATCATTGGACAGACGGGCTTGTTGATGGGCAGCTCCTCCCAGTTGATGCCCAGGCGGCTCA

GCTGCGTGTCAAAATAGGAAAAGTTGCGGCCCTGCAGGAGAGGGTCGTCGGAGAAGCCGAT

GCCGGGCACGACGTGGCTGGTGCAAAACGCAACCTGCTCCGTCTCGGTGAAATACTCGTCC

ACGTTGCGGTTTAGCTCCAGCTCGCCAATGTAGCGGATCGGGACGAGGTCCTCGGGCCACA

CCTTGGTGGCGTCGAGGACGTCAAACTCAAATCTGTCCTCCTCGCCCTCGGCAATTGTCTGG

ATGCCAAACTTCCACCGGGGATAGGCACCATTCTCGATGGCCTCCATCAAGTCCTTTCTGTG

AAAGTCGGGATCCTGCCCGCCAATCTTGAGTGCCTCGTCCCACACCAGCGAGTGCACGCCG

AGCTCGGGCGTAAAGTGAAATTTGACAAAATGACGCTTGCCCTGCGCGTTGATCAGCGTAAA

CGTGTTGACGCCGAACCCTTGCATCATGCGGTAGGACCTTGGGATGCCGCGGTCCGACATG

GCCCCACATGAACATGTGTGTCGCCTCCGAGTGCATAAACATAAAGTCCCAAAAGGTTGTTG

TGCGCCCGACTGTGCCCTGGGGGAATTCTCACCGTCCCGGGCTCCGGCTTGCCCGGCGTG

GGAATGAGGTCGGGGGGAAACTTTCATGGGCATTCCTTGTATGAAAAAAACCACCCCGGGAA

TAACCCG 
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Secuencia catD Forward 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Secuencia catD Reverse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

>COL-D-F sequence exported from COL-D-F.ab1 

AACCGACGCTAAGTGACTGTCGCTACGGTACTACGTGTGCTTGACGGTCGAGGAGGAGCTC

GTCTAGGTCAGCAGCGATTCGCTCATCACAGGTGGGGCGAAACGGACAACGCCATCGAATT

CGGCCAGCTCTGTCACTGACGTCACTCGCAGCTGGCCCGACAACTGTAGCCTGGACAAGGC

CGGTCATCTTCGCTGGCCCATCAAGCAAAACATGGGCAACAAGATTAACTGGGCTGATTTGC

TCGTCCTTGCTGGCTGGTCGCCCTCGAGTCCATGGGCTTCAAGACCTTAGGCTTTGCCGGTG

GCCGTGTCGACACCTGGGAGTCTGACTAGGCCGTCTACTGGGGCTCCGAGCCCGAGTGGAT

GACCGACAGCCACCGTTACAGCGAGGACTCTTCTGGCAAGCGTGACCGTGAGAGCCTTGAG

AAGCCTATGTGTGCCGACATTATGTCTAAGTCTCTTGAAGCAGCCCTCTGCTATACTACGCTG

TCATGTTTAATTTCACTTGTTCTAACAATTTGCAGGTCTCATCTACGTTAACCCCGGTGTCGAG

GACCCCGCGATGGCTGCACACGACATCCGCACCACCTTTGGTCGCATGGCCATGAACGACG

AGAGAACGGTCGCAAGGCGGTCGAAATTCCTGATTTTCTCCCTGAGCATGGCTGCGCGCCA

CTTTCTGCTAGTAGGCATATACTGAGGTGAGCGTTTCTTTGACCGACAGACCTAGCACTGGTT

CGGGCCAGCGTATTAGATGATTGACAACTTGACAGAAGACATGCCTATTGCTACGTAACACG

GAAGAAATGCAACGTGGTGAGAGCGGAAGATTCATTATTGATATGGGAGTGTGGGCGAAAG

GAGGAATGACTTCTGTGGGAAGCTATAAGTTATTACTGGAGCACGGGTTTGAGACTCCTGCC

AATCTATAGTAGTGCGGTCT 

>COL-D-R sequence exported from COL-D-R.ab1 

GGCCAGGCTGTGCGATCTCGTGCCGCAGGACGAGTCTCTTACACCGGCGTTACGTAGATGT

AGACCTGTATATTGTTAGGCCAAGGGAAGCTAATCATGCTCGCGTAGTATAGCAGATGGCTG

GTTCAGGGACTTACCCATAATCTGGGCACCCACAGGCTTCTTTGGCTCTCAGGGTCACGCTT

GCCAGAAGAGTCCTTGCTGTAACGGTGGCTGTCGGTCATCCACTCAGGATCGGAGCCCAGT

ACACGGCCTCGTCAGACTCCCAGGTGTCGACACGGCCACCGGCAAAGCCGAAGGTCTTGAA

GCCCATGGACTCATGGGCGACGTTGCCAGCAAGGACGAGCAAATCAACCCAGCTAATCTTGT

TGCCGAACTTTTGCTTGATGGGCCAGAGAAGACGACGGGCCTTGTCCAGGTTACCGTTGTCG

GGCCAGCTGCGAGTGACGTCAGTGACTGGAACTGGCACAATTCCATGGCGTTGTGGGGGTT

TGCCTTACCTGTTGAGGGGAGCGAAACGCTGCTGTCCCTCGCCGCCACCACCGCGACCGTC

AAAGACACGGTAGGTCCGGGCAGCATGCCAGCTCATACGGATGAAGAGGCCACCATAGTGA

CCAAAATCTGCGGGCCACCAA 
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