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Resumen 

El anhelo de una menor dependencia de los plaguicidas químicos alimenta el interés en medios 

alternativos para el control de plagas, como el uso de patógenos de origen natural para el control 

de plagas que son responsables de millones de muertes y pérdidas económicas significativas en 

todo el mundo. Beauveria, Metarhizium e Isaria son los hongos entomopatógenos (HE) o 

patógenos de insectos más ampliamente estudiados, tienen una amplia gama de objetivos que 

abarcan la mayoría de los órdenes de insectos (Lepidoptera, Coleoptera, Himenópteros, Diptera y 

otros) y algunos arácnidos (garrapatas y ácaros) (Ruíz-Corral et al., 2013; Alatorre-Rosas, 2007). 

La eficiencia en campo de estos HE se ve afecta principalmente por las condiciones climáticas a 

las que se les expone (temperatura, humedad, radiación ultravioleta), por lo que los avances 

recientes se han enfocado en la ingeniería genética de estos hongos con el objetivo de aumentar 

su virulencia y resistencia a factores abióticos (Ortiz-Urquiza et al., 2015). Dado que los conidios 

de estos HE son las unidades infectivas, se han utilizado estrategias para mejorar la producción 

de conidios, como la utilización de sistemas en cultivo sólido, implementación de texturizantés y, 

en nuestro grupo de trabajo, se han implantado la modificación atmosférica en la producción de 

conidios de HE, que ha mejorado la producción de conidios y mantenido la calidad de los mismos 

(Tlecuitl-Beristain et al., 2010; Muñiz-Paredes et al, 2017).  

 

En este proyecto se evaluó el efecto que tiene enriquecer con O2 la atmósfera de cultivos en estado 

sólido de Isaria javanica CHE-CNRCB303, Beauveria bassiana Tac-1.1 y Metarhizium robertsii 

Xoch-8.1. Se encontró que la producción de conidios en cultivo sólido con 26% de O2 (atmósfera 

enriquecida) de I. javanica, B. bassiana y M. robertsii fue mayor con respecto a la producción 

obtenida con 21% de O2 (atmósfera normal). El efecto del tratamiento no afecto la calidad de los 

conidios, pues en  ambas condiciones experimentales no hubo diferencia significativa en la 

germinación de los conidios (P ˃ 0.05). El efecto de la atmósfera modificada sobre la viabilidad 

de los conidios fue diferente para cada cepa: en el caso de I. javanica la viabilidad no se ve 

afectada por efecto de los pulsos oxidantes (P ˃ 0.05), se observó incremento en la viabilidad de 

conidios de M. robertsii obtenidos en atmósfera oxidante (P < 0.05), mientras que en el caso de B. 

bassiana los pulsos oxidantes mejoran la viabilidad de los conidios respecto a los conidios 

obtenidos en atmósfera normal sólo cuando estos se cosechan a las 192 h de cultivo (P < 0.05), 

y no se observan diferencias significativas para esta cepa cuando los conidios se cosechan a las 

144 h. En cuanto a la infectividad de los conidios, los conidios producidos con 26% de O2 afecto el 

tiempo en que alcanza el 50% de mortalidad (TL50) siendo mejor con 21% de O2 en las tres cepas 

de HE (P < 0.05), pero la sobrevivencia final fue igual en ambos tratamientos (P > 0.05).  



 

Es notable que la producción de conidios de I. javanica cultivados en atmósfera modificada 

aumentó más de un orden de magnitud sin alterar los parámetros de calidad (germinación, 

viabilidad y infectividad ) con respecto a los conidios obtenidos bajo una atmósfera normal; por 

estas razones se eligió a este hongo para estudiar la vía de formación de conidios de este 

patógeno de insectos en condiciones con atmósfera normal y enriquecida en oxígeno, con el 

objetivo de comprender las bases moleculares subyacentes al incremento en la producción de 

conidios observado cuando se les cultiva en estado sólido bajo una atmósfera oxidante, y lograr 

mejorar la producción de conidios aún más. Para esto se realizó un análisis de los niveles de 

expresión de genes reguladores de la conidiación en I. javanica.   

 

Se identificaron los genes ortólogas a los genes brlA y abaA (reportados como genes reguladores 

de la conidiación en Apergillus nidulans y en B. bassiana) en el genoma de I. javanica (porcentaje 

de identidad de 81% y 76% respectivamente), y se determinaron sus niveles de expresión bajo 

condiciones de atmósfera normal y atmósfera enriquecida en oxígeno. Bajo condiciones de 

atmósfera normal, los niveles de expresión de los genes brlA y abaA concuerdan con las etapas 

de desarrollo de este HE: a las 68 h, cuando ya se observa abundancia de conidios (2.6x107 

conidios/gssi) en el medio, ya era alta la expresión de brlA y abaA; a las 96 h de cultivo, donde ya 

se observa mayor abundancia de conidios que de micelio,  se encontró la máxima expresión de 

brlA y abaA (cuatro veces más que a las 68h en condiciones normales de O2);  a las  144 h de 

cultivo, en donde se observa la máxima producción conidios en condiciones normales de O2 (2. 

6x108 conidios/gssi), y a las 192 h,  tiempo en el que ya está reportado la presencia de conidióforos 

y conidios maduros en este HE (Castillo-Minjares, 2015), la expresión de estos genes comenzó a 

descender (nivel de transcripción relativa de 0.1). Por otro lado, cuando el HE se cultiva bajo una 

atmósfera oxidante, se observó que los máximos niveles de expresión de los genes brlA y abaA 

se desplazarón hasta las 144 h y la máxima producción de conidios (2.4 6x109 conidios/gssi), 

también se desplazó hasta las 192 h. Se encontró que los pulsos de oxígeno aplicados no 

incrementaron la expresión de los genes reguladores de la conidiación, dado que la expresión de 

brlA disminuyo 13.4 veces y abaA se mantiene a los mismos niveles de expresión que los niveles 

de expresión observados antes de aplicar los pulsos de oxígeno es decir a las 68 h (por lo que se 

sugiere la activación de un inhibidor de la conidiación en respuesta al estrés), sin embargo sí 

podrían estar correlacionados con el aumento de la producción  como se presenta en este trabajo.  
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1. Introducción 
 

1.1 Control biológico  
 

A principios de 1970 surgió el concepto de manejo integrado de plagas (MIP), en respuesta 

a la contaminación del medio ambiente y a la afectación de comunidades causadas por el 

uso de los plaguicidas. De acuerdo a la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO), el MIP se define como las técnicas que ayudan a 

combatir las plagas, disminuyendo el desarrollo de estas poblaciones, que son 

económicamente rentables y que a su vez no tengan repercusiones en la salud humana 

ni el ambiente (Fischbein, 2013; Unlu-Levent et al., 2012). Una de las técnicas aprobadas 

para el control de plagas es el control biológico (CB), que es una alternativa viable para 

sustituir el uso de plaguicidas que están ocasionando severos daños al ambiente, 

incluyendo la contaminación del agua, suelo y aire, muerte de organismos benéficos, daño 

a los seres humanos y un nuevo problema que es el constante incremento de plagas 

resistentes a estos plaguicidas químicos (Hernández-Antonio et al., 2011).  

 

El CB se puede definir como el uso de organismos vivos (agentes de control biológico) 

que se consideran enemigos naturales (patógenos, parásitos, depredadores, etc.) de un 

organismo plaga, con el objetivo de reducir la densidad de población o el impacto de un 

organismo plaga específico, haciéndolo menos abundante o menos dañino (Eilenberg et 

al., 2001). El CB es una técnica eficiente para el control de plagas tanto a mediano como 

a largo plazo y tiene un bajo riesgo ambiental, además de que no tiene ningún efecto 

adverso sobre la salud humana. Los agentes de control biológico son altamente 

específicos a una plaga particular, la resistencia de las plagas al control biológico es muy 

rara y la relación costo/beneficio es muy favorable; sin embargo, la eficiencia de estos 

agentes de control biológico depende de las propiedades biológicas y de la especificidad 

hacia el insecto plaga, así como también de las condiciones ambientales donde sean 

implementados (Summy y French, 1988; Manley et al., 2001; Jiménez-Edgardo,2009).   
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Entre los agentes de control biológico más utilizados para el control de plagas se 

encuentran organismo como parásitos, depredadores y patógenos del organismo plaga 

que se desea combatir (Alatorre-Rosas, 2007); hablando de organismo patógenos, se 

tiene conocimiento de que existen alrededor de 2,000 especies de microorganismos 

entomopatógenos, entre los que se encuentran 750 especies de hongos (Candas y Bulla, 

2003). La implementación de estos microorganismos entomopatógenos como agentes de 

control biológico es una estrategia válida para restaurar la biodiversidad funcional en 

ecosistemas agrícolas (Barrera, 2007). El presente trabajo estará enfocado en el estudio 

de organismos patógenos, específicamente en hongos patógenos de insectos o 

entomopatógenos (HE). 

 

1.2 Hongos entomopatógenos  
 

El comercio mundial de productos agrícolas se calcula en unos 100 mil millones de dólares 

al año, de acuerdo con la Organización de las Naciones Unidas (ONU) (2015), y el 80% 

de esta cifra son alimentos que suelen sufrir afectaciones por plagas o enfermedades de 

las plantas. Tan solo en México se pierde el 37% de los alimentos que se producen en el 

campo a causa de insectos, plagas, malezas y hongos, lo que se traduce en 10 millones 

431 mil toneladas de alimentos desperdiciados al año de acuerdo a lo publicado por Matías 

Correch responsable de la División Crop Science de Bayer de México (Roció-Méndez, 

2016).  

 

Los HE son una alternativa viable para regular plagas debido a que existe una gran 

variedad de especies de insectos plaga de importancia económica, que son susceptibles 

a infecciones por estos hongos. Algunos ejemplos de insectos de importancia económica 

en México que son susceptibles a HE son: la mosquita blanca, mosca de la fruta, picudo 

del chile, pulgón del algodón, picudo negro, gusano de la raíz del maíz, chicharritas y 

chinches (Ruíz-Corral et al., 2013; Alatorre-Rosas, 2007). La implementación de hongos 

entomopatógenos para el control de plagas no sólo ayudaría a reducir el uso de químicos 

para el control de plagas, si no también reduciría el porcentaje de pérdidas de alimentos 

que se tienen en nuestro país.  
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Se han encontrado alrededor de 700 especies de hongos entomopatógenos reunidas en 

100 géneros. Solamente cerca de 12 especies o subespecies de los hongos se han 

utilizado como ingredientes activos de micoinsecticidas (productos formulados con HE) 

(Faria y Wraight, 2007; Carballo y Guharay, 2004; Muñiz-Paredes et al., 2017). De acuerdo 

a Candas y Bulla (2003), los tres principales géneros de HE usados en la actualidad para 

el control de insectos plagas son Beauveria, Metarhizium e Isaria. En la Tabla 1 se muestra 

la clasificación taxonómica de los hongos entomopatógenos más comercializados 

pertenecientes a estos géneros los cuales son objeto de estudio de este trabajo. 

 

Tabla 1.  Clasificación taxonómica de M. robertsii, I. javanica y B. bassiana de acuerdo al Centro Nacional 
para la Información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en ingles). 

División Clase Orden Familia Genero Especie 

Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Metarhizium robertsii 

Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae 
 

Isaria javanica 

Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae Beauveria bassiana 

 

Los hongos entomopatógenos, a diferencia de otros agentes entomopatógenos, no 

necesitan ser ingeridos por el insecto para ejercer su efecto insecticida (Pucheta-Diaz et 

al., 2006). El proceso infectivo del hongo entomopatógeno (Figura 1) inicia cuando los 

conidios entran en contacto con un insecto susceptible; cuando los conidios tienen las 

condiciones climáticas (temperatura, humedad, radiación ultravioleta) y nutricionales 

adecuadas, así como un hospedero susceptible de ser infectado, los conidios comienzan 

su ciclo de desarrollo; en términos generales éste inicia con la adhesión de los conidios a 

la cutícula de insecto para luego germinar y penetrar al interior del cuerpo del insecto; 

posteriormente comienza la colonización y reproducción del HE, además de la producción 

de toxinas que provocan la muerte del insecto; finalmente, ocurre la liberación de nuevos 

conidios y se repite el ciclo (Tanada y Kaya, 1993; Thomas y Read, 2007).  
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El primer paso del ciclo de infección de los HE comienza con la adhesión de los conidios 

a la cutícula del insecto plaga, mediada por interacciones hidrofóbicas entre la superficie 

del insecto y la pared celular de los conidios, esto se logra porque las paredes de los 

conidios son ásperas, gruesas y frecuentemente tienen presencia de proteínas 

hidrofobinas, adhesinas y β- glucanos (Wang y Leger, 2007; Ibrahim et al., 2002; Muñiz- 

Paredes, 2016). Se ha observado que cuando los conidios se producen utilizando cultivos 

sólidos o bifásicos, estos presentan mayor hidrofobicidad (Holder et al., 2007; López-

Perez et al., 2015). Las adhesinas se unen de forma específicas a la cutícula del insecto, 

se ha visto que su eliminación provoca una disminución en la infectividad del conidio, por 

lo que las adhesinas son consideradas como factores de virulencia (Wang y Leger, 2007; 

Muñiz-Paredes, 2016). 

 

Una vez que el conidio se ha adherido comienza el proceso de germinación, que es el 

crecimiento de un tubo germinativo sobre la superficie de la cutícula. La rápida 

germinación de los conidios puede ser una ventaja, ya que evita la exposición del hongo 

a ambientes que pueden ser adversos para él y reduce la posibilidad de ser atacados por 

el sistema inmune del el insecto (Tanada y Kaya, 1993; Humber, 2009). El proceso de 

penetración del tubo germinativo en el hospedero se da por la segregación de una gran 

variedad de enzimas líticas que debilitan la estructura de la cutícula, y se suman a la 

presión mecánica ejercida por el extremo de una hifa invasiva que forma un botón de 

penetración (apresorio) que deforma la capa cuticular debido a la presión ejercida por el 

túbulo germinativo. Entre las proteínas líticas que se han identificado se encuentran 

esterasas, proteasas, quitinasas, lipasas y lipooxigenasas (Kershaw y Talbot 1998; 

Monzon, 2001, Montesinos-Matías et al., 2011). Tanto la adhesión de los conidios a la 

cutícula del insecto, como la germinación del conidio pueden ser afectadas por factores 

abióticos como la temperatura, la humedad y la luz solar (Ortiz-Urquiza et al., 2015). 

 

Por ultimo viene la fase de colonización y reproducción, en esta fase del ciclo las hifas se 

hinchan y ramifican dentro del tejido del insecto hasta llegar al hemocele, donde se da la 

colonización en forma de blastosporas que germinan y forman pequeñas colonias; se da 

la liberación de toxinas lo que provoca la muerte del insecto (García-García et al., 2008). 

El papel de las toxinas en el proceso de patogénesis es entre otros actuar como 
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inhibidores de las reacciones de defensa del hospedero (López et al., 1994). Después de 

muerto el insecto y al agotarse los nutrientes disponibles, los hongos emergen al exterior 

a través de la cutícula y esporulan sobre el cadáver del insecto produciendo inóculo para 

infectar a otros insectos (Lomer et al., 2001). 

 

 

 

El uso de hongos entomopatógenos como agentes de control biológico puede ser tan 

prometedor como el uso de cualquier otro insecticida, incluso mejor ya que al ser 

productos basados en organismos vivos, no contaminan el ambiente, tampoco producen 

riesgo de intoxicaciones para los agricultores, ni a animales domésticos como lo hacen los 

productos químicos convencionales. Además los HE de control son específicos contra las 

plagas y permiten obtener productos agrícolas libres de residuos tóxicos; finalmente, el 

uso de HE para el control de plagas puede resultar menos costoso que el uso de agentes 

químicos, tanto para el país como para los usuarios (Khan-Sehroon et al., 2012). 

Fig 1. Proceso infectivo de los hongos entomopatógenos (Zhao et al., 2016 modificada). 
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1.3 Producción de conidios de hongos entomopatógenos 
 

Como se mencionó antes, el primer paso del ciclo de infección de los HE es la adhesión 

de sus unidades infectivas, los conidios, a la cutícula del insecto. La eficacia de la adhesión 

de los conidios depende de sus características fenotípicas y éstas a su vez están 

determinadas por las condiciones de producción. Estas unidades infectivas pueden 

producirse tanto en medio sólido como en medio líquido. Existen varios problemas 

asociados con la producción de conidios en medio líquido, incluyendo la baja resistencia 

de éstos, los conidios, a temperaturas altas (factor abiótico importante), la sensibilidad a 

los procesos de secado y la vida útil corta, por estas razones los conidios de HE son 

principalmente producidos en cultivo en medio sólido (CMS) (Miranda-Hernández et al., 

2017), en donde se han logrado obtener rendimientos máximos de 109 conidios por gramo 

de sustrato seco (Holder et al., 2007; López-Perez et al., 2015; Muñiz-Paredes et al., 

2017). La producción de conidios en CMS presenta varias ventajas comparado con cultivo 

en medio líquido; por ejemplo, el CMS tiene un bajo requerimiento de energía, se asemeja 

a las condiciones de crecimiento natural de los HE, permite una alta recuperación de 

conidios, y los factores abióticos como temperatura, pH, oxigenación son más sencillos de 

controlar, lo que favorece el crecimiento de estos organismos; otras ventajas son que en 

el CMS no se requiere maquinaria compleja y además se reduce considerablemente el 

riesgo de contaminación ebido a que la actividad de agua es menor (con respecto al cultivo 

líquido) (Pandey, 2003; Tunga et al., 1998; Ruíz-Leza et al., 2007). 

 

El CMS implica el crecimiento de microorganismo sobre partículas de sustrato sólido que 

actúan como soporte y como fuente de carbono; el sustrato más utilizado para la 

producción de conidios de HE ha sido el arroz, muchas veces combinado con otros 

sustratos naturales para brindar el equilibrio nutricional que requieren los HE (Mitchell et 

al., 2000; Bhargav et al., 2008; Jenkins et al., 1998). Sin embargo, también se han utilizado 

algunos otros sustratos solidos como se muestran en la Tabla 2.  
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Tabla 2. Algunos sustratos sólidos que se utilizan para CMS. 

 

Sustrato sólido Hongo 
entomopatógenos 

Rendimiento de 
conidios 

 

Salvado de trigo y paja de arroz  
 

Beauveria bassiana 

1.2 x1010* Kang et al., 2005 

Arroz 9.4 x 108** Jongjangklang et al., 2011 

Residuos de papa y bagazo de 
caña 

1.0 x 1010* Dalla-Santa et al., 2004 

Arroz precocido Metarhizium anisopliae 2.7 x 108* Ángel-Cuapio, 2011 

Arroz y avena 1.9 x 109* Gómez-Preciado, 2014 

Arroz y avena Isaria javanica 2.6 x 109* Muñiz-Paredes, 2016 

*Conidios por gramo de sustrato seco inicial                           **Conidios por gramo de sustrato húmedo 

 

En cuanto a la comercialización la mayoría de los micoinsecticidas comercialmente 

disponibles se basan principalmente en cuatro especies: M. anisopliae, B. bassiana, I. 

fumosorosea y B. brongniartii (Faria y Wraight, 2007; Miranda-Hernández et al., 2017).  En 

nuestro país, es cada vez más amplia la comercialización y uso de bioinsecticidas basados 

en hongos entomopatógenos. En la Tabla 3 se enlistan algunos ejemplos de ellos.  

 

Tabla 3. Hongos entomopatógenos comercializados en México (Muñiz-Paredes et al, 2016; 
Miranda-Hernández et al., 2017)  

Agente de control 
biológico 

Nombre del 
producto 

Huéspedes Compañía productora 

Beauveria bassiana Bea-Sin Lepidópteros 
 

Agrobionsa (Sinaloa)  

Isaria fumosorosea Pae-Sin Mosquita blanca Agrobionsa (Sinaloa) 

Lecanicillium sp. Verti-Sin Afídidos, Thripidae Agrobionsa (Sinaloa) 

Metarhizium 
anisopliae 

Fitosan-M Phyllophaga spp. Centro de Sanidad Vegetal de 
Guanajuato  

Mix B. bassiana, M. 
anisopliae, I. 
fumosorosea 

Tri-Sin Psílidos Agrobionsa (Sinaloa)  
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Actualmente la industria de biopesticidas (especie de plaguicida basada en el uso de 

microorganismos o productos naturales) representa una fracción muy pequeña del 

mercado mundial de pesticidas, puesto que sólo el 2% de los cultivos globales utiliza 

biopesticidas para el control de plagas. En México la baja comercialización de 

biopesticidas se debe al poco interés en el uso de productos biológicos en lugar de 

productos químicos. Para incrementar el consumo de biopesticidas se requiere de mayor 

investigación científica que logre una oferta de productos biológicos más eficientes en las 

condiciones de uso y genere una  alternativa real a la problemática del uso excesivo de 

compuestos químicos en la agricultura (McDougall, 2010; Miranda-Hernández et al., 

2017). 

 

1.4 Estrés oxidante  
 

Cualquier organismo vivo requiere factores ambientales óptimos (pH, presión atmosférica, 

radiación, temperatura, osmolaridad, disponibilidad o no de oxígeno, entre otros) que 

garanticen su crecimiento. Cuando se somete un organismo vivo a un estrés, es decir un 

cambio pequeño o extremo en cualquiera de estos factores, pone en peligro su desarrollo 

e incluso su supervivencia, esto es puede aumentar o disminuir la tasa de crecimiento 

(Ruis y Schüller, 1995).  

 

Uno de los factores ambientales críticos para el desarrollo de los microorganismos es el 

oxígeno, elemento presente en forma de dioxígeno (O2) al 21% en la atmósfera. En la 

célula, el oxígeno entra por difusión y es reducido casi por completo a agua (H2O). 

Mientras se mantiene un equilibrio entre la entrada de oxígeno y su reducción, el estado 

de crecimiento es estable; sin embargo, cuando la célula no puede reducir todo el oxígeno 

intracelular se genera un estado hiperoxidante, provocado por un desequilibrio entre 

agentes oxidantes y la capacidad de los organismos para eliminarlos, denominado estrés 

oxidante (Hansberg, 2002). Bajo condiciones fisiológicas normales, aproximadamente 1-

5% del oxígeno consumido por la mitocondria es convertido a aniones superóxido, 

peróxido de hidrógeno y otras especies reactivas de oxígeno (ERO) (Breyer, 2011); 
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cuando se produce un incremento significativo en la cantidad de ERO o ROS (por sus 

siglas en inglés) dentro de la célula, causado principalmente por un desbalance de la 

capacidad antioxidante o por una deficiencia en los sistemas antioxidantes que controlan 

los niveles de ERO, se genera un estado de estrés oxidante (Kim et al., 2009). Los 

sistemas antioxidantes que controlan o evitan el daño que provocan las ERO a la célula 

pueden ser tanto enzimáticos como no enzimáticos. Dentro de los mecanismos 

enzimáticos se encuentran la superóxido dismutasas (SOD) y las catalasas. En cuanto a 

las respuestas no enzimáticas existen moléculas que secuestran a las ERO, tales como 

algunos carotenoides (β-caroteno, licopeno), el ácido ascórbico (vitamina C), manitol, 

entre otros compuestos orgánicos (Aguirre et al., 2005; Kim et al., 2009). 

 

Los hongos continuamente están expuestos a un estrés oxidante en su entorno, dado que 

la limitación de nutrientes, toxinas químicas, los cambios bruscos de temperatura, la 

oxigenación y su propio metabolismo causan un incremento de las condiciones oxidantes 

que aumentan las ERO (Aguirre et al., 2005); sin embargo la generación de ERO no sólo 

está asociada a daño celular, sino que bajo ciertas concentraciones estas ERO funcionan 

como señalizadores de regulación en diversos procesos celulares asociadas a la 

diferenciación, muerte y proliferación (Beltrán-García et al., 2006; Bedard y Krause, 2007). 

 

El efecto de las ERO ha sido muy estudiado en Neurospora crassa, en el cual se observó 

que al inicio de las diferentes fases de su desarrollo ocurren cambios en el estado redox 

que contribuye directamente en la germinación de las esporas, la formación del micelio 

aéreo y de las estructuras reproductivas del hongo (Hansberg et al., 1993). En HE se ha 

estudiado, desde el punto de vista de la biotecnología, el efecto del estrés oxidante 

ocasionado por las condiciones ricas en oxígeno y se ha asociado con el incremento en 

la producción, la germinación, viabilidad, infectividad  y algunos otros parámetros de los 

conidios, como resistencia a la temperatura. Por ejemplo, Miranda-Hernández (2014) 

encontró que “la atmósfera (enriquecida) con 26% O2 causó efectos en la calidad de los 

hongos entomopatógenos”, en I. fumosorosea la atmósfera enriquecida propició un 

incremento en la infectividad, resistencia a altas temperaturas, germinación y resistencia 
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a condiciones de hiperosmolaridad, mientras que en M. anisopliae los conidios producidos 

bajo atmósfera enriquecida en oxígeno tuvieron mayor resistencia a altas temperaturas, y 

los conidios de B. bassiana eran resistentes a condiciones de hiperosmolaridad e 

hiperoxidantes. García-Ortiz  (2016) observó que el incremento en la concentración de 

oxígeno aplicado al cultivo de M. anisopliae “provocó cambios en el proteoma intracelular” 

asociados con los cambios en la calidad de los conidios producidos, es decir que las 

proteínas presentes en los conidios obtenidos con atmósfera enriquecida en oxígeno 

fueron diferentes a las presentes en conidios cultivados bajo una atmósfera normal (21 % 

O2). Garza-López et al 2012, también encontraron cambios en conidiación y germinación, 

así como estrés oxidante bajo condiciones hipo e hiperoxidantes. 

 

1.5 Proceso de conidiación 
 

La esporulación asexual es el modo de reproducción más común de los hongos; el 

proceso, está perfectamente sincronizado y genéticamente programado, implica una 

estrecha comunicación intercelular, la regulación temporal y espacial de la expresión 

génica, y la diferenciación celular especializada (Adams et al., 1998; Ni et al., 2010). En el 

proceso de esporulación se producen esporas no-móviles llamados conidios o 

conidiosporas, estas se forman desde el vértice del conidióforo a través de la mitosis 

seguido de divisiones asimétricas. En el caso de Aspergillus nidulans (uno de los 

organismos en los que se ha estudiado la esporulación con mayor detalle) la formación de 

conidióforos comienza con la ramificación de las células de paredes gruesas del pie del 

conidióforo para formar un tallo aéreo, la punta del tallo comienza a hincharse, de manera 

que se forma una vesícula, luego en la superficie de esta vesícula se forman dos capas 

de esterigmas (métulas y fiálides), y por último en las fiálides se da una división mitótica 

para generar cadenas de conidios, que luego experimentan un proceso de maduración 

como modificación de la pared conidial (Figura 2) (Adams et al., 1998; Ebbole, 2010; Yu, 

2010).  
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La esporulación asexual está controlada por diversos reguladores que dirigen la expresión 

de genes asociados con la formación conidióforo y la biogénesis de los conidios. Todo el 

proceso de producción de conidióforos está regulado genéticamente por múltiples 

activadores y represores que controlan la expresión coordinada de distintos conjuntos de 

genes, necesarios para la progresión de cada etapa de la conidiación (Yu, 2010; Park y 

Yu, 2016); en A. nidulans se ha propuesto una vía de regulación central que coordina todo 

el proceso de conidiación (Yu, 2010; Ni et al., 2010; Alkhayyat et al., 2015), que contiene 

tres elementos clave, los genes brlA, abaA y wetA que controlan la expresión génica de la 

conidiación y determinan el orden de activación de genes durante la formación de 

conidióforos y la maduración de conidios.  

 

El gen brlA se expresa específicamente durante la fase temprana de conidiación y la 

activación de su transcripción es un paso esencial para la formación de conidióforos. Las 

mutantes nulas de brlA forman estructuras en forma de pelos o cerdas que producen un 

tallo alargado y no desarrollan vesículas o cualquier otra estructura posterior, por esta 

razón se les denominó “cepas bristle” (cerda, en español)  (Mah y Yu, 2006; Alkhayyat et 

al., 2015). Por el contrario, la sobreexpresión del gen brlA en las células vegetativas 

conduce al cese del crecimiento y la formación de conidios viables directamente de las 

puntas de las hifas, lo que sugiere que el producto génico de brlA es esencial para la 

iniciación de la formación del tallo e hinchazón de la vesícula del conidióforo (Yu et al., 

2010). Se ha demostrado que la expresión de brlA es necesaria y suficiente para inducir 

Fig 2. Conidióforo de Aspergillus nidulans (Park y Yu, 2012). 
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la conidiación. La proteína BrlA contiene dos dominios de dedo de zinc; se localiza 

principalmente en vesículas y esterigma pero no en hifas o conidios, actúa como un 

activador transcripcional que controla los genes reguladores del desarrollo temprano (Yu 

et al., 2010).  

 

La expresión del gen abaA es un factor clave para diferenciación y función de fiálides, y 

es activado por BrlA durante las etapas intermedias de desarrollo del conidióforo después 

de la diferenciación de métulas. Un mutante nulo del gen abaA muestra un fenotipo 

denominado “abacus” (ábaco, en español), de hecho la ausencia de abaA causa la 

formación de conidióforos atípicos que tienen largas cadenas de células tipo cilindro sin 

conidios. El RNAm abaA se incrementa durante la fase media de desarrollo asexual y 

desaparece después de la formación de las fiálides. AbaA contiene un dominio de unión 

al ADN (ATTS/TEA) que regula la expresión de genes asociados con la fase tardía de la 

conidiación, incluyendo el gen wetA, por esta razón AbaA se considera un factor de 

transcripción (FT) de la fase tardía de la conidiación (Clutterbuck, 1969; Sewall, 1990; Park 

y Yu 2012).  

 

La expresión del gen wetA es esencial para la finalización de la conidiación, este gen es 

inducido por AbaA  en la fase media y tardía de la conidiación y su ARNm se acumula  en 

conidios, lo que implica que wetA esté relacionado principalmente con la maduración de 

los conidios. La ausencia de wetA resulta en la formación de los conidios sin pigmentos 

con una pared celular defectuosa, un fenotipo denominado “wet-white”, además de que 

los conidios tienen baja viabilidad y tolerancia al estrés, lo que sugiere que wetA 

desempeña un papel crítico en la maduración de éstos (Sewall, 1990; Park y Yu, 2016, 

2012). Es importante destacar que las funciones específicas de BrlA, AbaA y WetA en la 

conidiogénesis se conservan en muchos (si no todos) Aspergillus (Park y Yu, 2012).  

 

 



 

 
13 

En resumen, la expresión de brlA en las células vegetativas causa la terminación del 

crecimiento vegetativo para dar comienzo con el proceso de conidiación.  El gen brlA es 

activado por elementos de inducción temprana (“fluffy”) y codifica para un factor de 

transcripción (activador BrlA); las secuencias consenso (5'-(C/A)(G/A)AGGG(G/A) -3') de 

los sitios de unión de este factor de transcripción (FT), están presentes en las regiones 

promotoras de los genes abaA y wetA, lo que sugiere que BrlA directamente activa al gen 

abaA, por lo que la expresión de abaA depende de la activación de brlA (Adams et al., 

1998). Sin embargo, se piensa que abaA y wetA de alguna manera regulan negativamente 

a brlA, puesto que en mutantes de ΔabaA o ΔwetA, el RNAm de brlA se acumula (Ni y Yu 

2007; Aguirre, 1993). La regulación negativa de brlA podría implicar a la proteína velvet 

VosA (proteína de terciopelo), un regulador multifuncional que es activado por AbaA  y 

una de sus funciones es la retroalimentación negativa de brlA. El FT AbaA se une a una 

secuencia consenso (5'-CATTCY-3') que tienen algunos genes reguladores de la 

conidiación en las regiones promotoras incluyendo wetA y brlA, por lo que se sugiere que 

abaA induce la expresión de brlA en ciertos momentos de desarrollo; sin embargo, la 

interacción genética entre abaA y brlA  sigue siendo compleja. La sobreexpresión de abaA 

activa a la expresión de wetA y la sobre expresión de wetA no da lugar a la activación de  

brlA o conduce a una conidiación precoz (Figura 3) (Yu, 2010, Fang et al., 2015). 
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Fig 3. Vía de regulación central de la conidiación en A. nidulans, donde las flechas indican activación, las 
líneas con barras indican inhibición y los círculos el producto proteico del gen.   
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En B. bassiana se han estudiado los perfiles de transcripción de esta vía de regulación 

central (Fang et al., 2015), y se encontró que la sobreexpresión de brlA activa a abaA y 

que ambos genes se mantienen transcripcionalmente activos durante el desarrollo 

asexual, de manera similar a lo observado para A. nidulans (Park y Yu, 2016, 2012); sin 

embargo, wetA se activó junto con brlA, es decir durante la fase temprana de conidiación, 

lo que indica que la sobreexpresión de abaA no controla la activación de wetA como ocurre 

en A. nidulans. La compresión de los mecanismos de regulación genética de la conidiación 

en HE inspirará nuevos enfoques para el desarrollo de micoinsecticidas, logrando 

productos de calidad basados en HE.  

 

1.6 Cuantificación de la expresión diferencial de genes 
 

El control de la expresión genética es el mecanismo por el cual un organismo regula los 

genes que se deben expresar en un momento dado, en respuesta a los requerimientos 

del organismo y a los cambios en el medio ambiente a los que se debe enfrentar. Para 

lograr esto existen varios mecanismos de regulación que controlan la expresión genética 

a diferentes niveles: desde la transcripción de genes y la maduración de los ARN 

mensajeros, hasta la síntesis de proteínas y sus modificaciones postraduccionales. La 

Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa y en tiempo real (qPCR por sus siglas 

en inglés) se ha convertido en una de las técnicas más utilizadas en las áreas de la 

microbiología, la investigación médica, la biotecnología y las ciencias forenses para la 

detección y cuantificación de variaciones en la expresión genética, a nivel de transcripción, 

en respuesta a un estímulo dado (Reboucas-Emanuela et al., 2013).  

 

La qPCR es una reacción enzimática in vitro que permite amplificar millones de veces una 

secuencia específica de ARN mensajero (ARN mensajero) o ADN complementario (ADNc, 

obtenido por retrotranscripción de ARN mensajero, técnica que se le conoce como RT-

qPCR) durante varios ciclos repetidos, en los que la secuencia blanco o de interés se 

copia eficientemente, y el número de copias de la secuencia especifica se puede detectar 

y cuantificar mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reacción, debido a que la 
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fluorescencia emitida en cada ciclo es proporcional al número de copias de la secuencia 

de interés (Mullis, 1990; Tamay et al., 2012). Por esta razón esta técnica permite evaluar 

y comparar la expresión diferencial de genes de manera cuantitativa o semi-cuantitativa 

bajo diferentes condiciones (Derveaux-Stefaan et al., 2009) y ha sido aplicada 

ampliamente en el estudio de la expresión génica en hongos entomopatógenos en 

distintas fases de su ciclo de vida (como germinación, conidiogénesis y patogénesis 

(Carneiro-Leao et al,. 2011), en diversos medios de cultivo (Fang et al., 2015) y en la 

respuesta al estrés oxidante (Garza-López et al., 2015). 

 

Por ejemplo, Garza-López et al. (2015) midió mediante qPCR, la expresión los genes mpd 

y bbrgs1, que están implicados en las respuesta antioxidante y esporulación de conidios 

de B. bassiana, respectivamente. La respuesta antioxidante es una protección ante las 

especies reactivas de oxígeno o ERO, que son una señal de inicio de la esporulación y 

como todo organismo tienen una respuesta ante estas ERO, una es la formación de 

manitol que sirve como aceptor de electrones, el gen mpd codifica la manitol-1-P 

deshidrogenasa enzima que participa en la biosíntesis de manitol. El gen bbrgs1 codifica 

para una proteína G que se encarga de la percepción de estímulos ambientales y está 

relacionada con la conidiación de este HE; las proteínas G estan implicadas en una vía de 

señalización que regula los genes relacionados con la conidiación en hongos 

filamentosos. La expresión de estos genes fue medida bajo distintas condiciones de 

cultivo, una en cultivos incubados en atmósfera normal (21% O2),  y otras variando las 

condiciones atmosféricas, con concentraciones de oxígeno superiores e inferiores al 21% 

O2 (atmósfera normal), encontrando que la concentración de manitol se correlacionó 

positivamente con la expresión diferencial del gen mdp y esta correlación fue más fuerte 

con atmósferas modificada, es decir, a mayor concentración de O2 mayor inducción del 

gen mdp y por el contrario, la modificación de la atmósfera afectó negativamente la 

expresión del gen bbrgs1, lo que confirma una correlación negativa entre la producción de 

conidios y la expresión del gen bbrgs1.  
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Otra aplicación de esta técnica en HE, es el estudio que realizó Fang et al., (2015), donde 

midieron la expresión de genes reguladores de la conidiación (wetA, brlA, abaA y VosA) 

en B. bassiana en diferentes medios de cultivo, utilizando qPCR. Carneiro-Leao et al. 

(2011) utilizaron esta técnica para medir el nivel de expresión relativa del gen cag8 que 

está relacionado con la esporulación de M. anisopliae, durante la germinación, 

conidiogénesis y patogénesis. 

 

El objetivo de la qPCR es detectar y cuantificar las secuencias específicas de ácidos 

nucleicos amplificadas en cada ciclo mediante el uso de reporteros fluorescentes en la 

reacción; estos reporteros fluorescentes pueden ser moléculas intercalantes como el 

SYBR Green, que tienen afinidad por el ADN (Ácido desoxirribonucleico) de doble cadena 

y que al ser oxidado generan una señal fluorescente que se capta en cada ciclo de la 

reacción, siendo proporcional al número de copias de ADN de doble cadena obtenidas en 

cada ciclo de la PCR. También se usan las sondas de oligonucleótidos etiquetados con 

un reportero fluorescente y un quencher, (inhibidor de la fluorescencia del reportero a corta 

distancia), que se encuentran en estrecha unión mientras la sonda no hibride a su 

secuencia blanco. Cuando se produce la hibridación, ocurren cambios conformacionales 

en el reportero y el quencher, lo cual permite que la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq 

polimerasa rompa esta unión, logrando que la fluorescencia emitida por el reportero sea 

liberada y capturada en los sensores del equipo (Tamay et al., 2012).  

 

Una ventaja de usar sondas específicas como sondas Taqman para la detección de 

productos amplificados es que permite amplificar simultáneamente en una única reacción 

de PCR diferentes secuencias de interés, dado que se pueden combinar varias sondas 

cada una marcada con un reportero con espectro de fluorescencia diferente al de los 

demás, lo que permite detectar paralelamente los niveles de expresión de diferentes 

genes de interés en una sóla reacción; esto se conoce como multiplex qPCR y multiplex 

RT-qPCR si se parte de ADNc. 
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2. Antecedentes  
 

Los hongos entomopatógenos más utilizados y comercializados para el control de plagas 

son M. anisopliae, B. bassiana e I. fumosorosea  (Alatorre-Rosas, 2007; Muñiz-Paredes 

et al., 2017). Se han estudiado y evaluado diversos medios de cultivo como superficial y 

sólido con el fin de incrementar la producción y calidad de los conidios de los hongos 

entomopatógenos. En estos estudios ha destacado la implementación de medios de 

cultivo sólido como un sistema de producción de conidios, que a pesar de la 

heterogeneidad de los sustratos sólidos, con la utilización de medios de cultivo sólido se 

pueden obtener rendimientos competitivos de conidios que facilitan su aplicación en 

campo (Mitchell et al., 2000); por ejemplo, para B. bassiana cultivada sobre sustratos 

sólidos se han reportado valores máximos de producción de alrededor de 109 conidios por 

gramo de sustrato seco (López-Pérez et al., 2015).  

 

Las condiciones de estrés moderado también han sido objeto de estudio para la 

producción de conidios; 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 reportó un mejora en la producción de conidios de 

M. anisopliae, al aumentar la concentración de oxigeno (26% O2) en cultivo superficial, 

esto comparado con la producción de conidios de este mismo hongo en una atmósfera 

normal (21% O2), además este incremento en producción de conidios no alteró los 

parámetros de calidad tales como la germinación y la infectividad  de los conidios. 

Siguiendo con la implementación de pulsos oxidantes, Miranda-Hernández (2010), estudió 

el efecto de pulsos de 26% O2 en la producción y calidad de los conidios de cuatro hongos 

entomopatógenos en medio superficial de harina de avena, encontrando que para M. 

anisopliae y uno de los aislados de I. fumosorosea ARSEF 3302, el tratamiento con 26% 

de O2 propició una mayor producción de conidios respecto al tratamiento con atmósfera 

normal mientras que B. bassiana y el otro aislado de I. fumosorosea CNRCB1 tuvieron 

rendimientos más bajos en el tratamiento con atmósfera enriquecida en oxígeno respecto 

a la producción con atmósfera normal.  



 

 
18 

 

 

En una investigación reciente por Muñiz-Paredes (2016), se determinó que la relación 

entre  el volumen del biorreactor y la cantidad de sustrato sólido es un factor importante a 

considerar, no sólo para cubrir la demanda de oxígeno y evitar alteraciones en los 

rendimientos de conidios, sino para poder estimular la producción de conidios de hongos 

entomopatógenos con pulsos de 26% O2. Por lo anterior, para tener un efecto positivo en 

los rendimientos de conidiación en cultivos sólidos, esta relación entre sustrato y espacio 

de cabeza considera una cantidad máxima de sustrato (48 mL de volumen por cada gramo 

de sustrato seco inicial), lo cual se tomará en cuenta para el presente proyecto. 

 

En cuanto a los hongos entomopatógenos, la base molecular de las alteraciones en la 

producción y calidad de conidios no es tan clara debido a los pocos estudios que se han 

realizado. Los genes brlA, abaA y wetA se han propuestos como una vía de regulación 

central que coordina la expresión de los genes involucrados en la formación y maduración 

de conidios y determinan el orden de activación de dichos genes durante la formación de 

conidióforos en el hongo filamentoso A. nidulans (Park y Yu, 2012). Por otra parte Fang et 

al., (2015) determinaron que wetA, brlA, abaA y la proteína VosA, son indispensables para 

la formación y maduración de conidios de B. bassiana, además de que VosA y WetA están 

implicados en la calidad de conidios, por lo que el estudio del orden de activación y los 

niveles de expresión de todos estos genes podrían tener un impacto en la efectividad del 

control biológico utilizando hongos filamentosos entomopatógenos contra insectos plaga. 
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3. Justificación 
 

El consumo indiscriminado de sustancias químicas para el control de plagas representa 

un riesgo para la salud humana y para el ambiente, debido a la contaminación de suelos, 

agua, sedimentos y aire (Hernández-Antonio y Hansen-Anne, 2011). Ante esta 

problemática, surge el desarrollo de programas de control biológico con hongos 

entomopatógenos como B. bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea que, además de ser 

amigables con el ambiente y no tener repercusiones en la salud del ser humano, resuelven 

el creciente problema de la resistencia que han adquirido muchos insectos plaga a los 

insecticidas químicos. 

 

Hasta ahora se tiene conocimiento de que los principales factores que afectan la 

producción y calidad de conidios de hongos entomopatógenos son el tipo de sistema de 

producción, la oxigenación y las variables de cultivo tales como la composición del medio 

de cultivo, contenido de humedad y pH de los sustratos (Rodríguez-Gómez et al., 2015: 

Miranda-Hernández et al., 2016). La mayor parte de estudios, donde se ha probado el 

efecto positivo de los pulsos de oxígeno en la producción o calidad de conidios, se han 

realizado en cultivos superficiales usando medios con agar, aptos para la propagación y 

para la obtención de cultivos semilla (Tlecuitl-Beristain et al., 2010; Miranda-Hernández et 

al., 2014), pero hay muy pocos estudios sobre el efecto de los pulsos oxidantes en la 

producción y calidad de conidios de HE en cultivo sólido (cultivo más utilizado para la 

producción de conidios a nivel industrial), y tampoco hay estudios dirigidos a la 

identificación de genes involucrados en dichos efectos y que podrían conducir al desarrollo 

de procesos de optimización por mutagénesis dirigida de genes específicos (López-Pérez 

et al., 2015). 

 

Por lo anterior, la importancia de este trabajo radica en generar conocimiento acerca del 

efecto del estado oxidante sobre la producción y calidad de conidios de hongos 

entomopatógenos obtenidos en cultivos sólidos (donde se obtienen los conidios de hongos 

entomopatógenos para su formulación y aplicación en campo), así como de los cambios 

en los niveles de expresión de genes reguladores de la conidiación. Los resultados 

ayudarán al desarrollo de un proceso de producción de conidios con la calidad requerida, 
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que contribuirá a que los hongos entomopatógenos, aislados y aclimatados a las zonas 

agrícolas de la Ciudad de México, se usen como agentes de control biológico, y de esta 

forma disminuir el uso excesivo de insecticidas químicos.  

 

4. Hipótesis  
 

Los pulsos oxidantes (26% de O2) aplicados al cultivo sólido de hongos 

entomopatógenos incrementan la producción de conidios mediante el incremento en 

los niveles de expresión de los genes reguladores de la conidiación, brla, abaA y wetA. 

 

5. Objetivos  
 

5.1 Objetivo general  
 

Determinar el efecto del estado oxidante en la producción y calidad de conidios de cepas 

de hongos entomopatógenos en cultivo sólido, así como los niveles de expresión de genes 

involucrados en la regulación de la conidiación. 

 

5.2 Objetivos particulares  

 

 Determinar el efecto de los pulsos oxidantes en cultivo sólido sobre la 

producción de conidios, usando distintas cepas de hongos entomopatógenos 

aisladas de la Ciudad de México (CDMX). 

 Evaluar el efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios. 

 Determinar las variaciones en los niveles de expresión de genes reguladores de 

la conidiación.  
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6. Diagrama de estrategia experimental 
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7. Metodología 
 

7.1 Microorganismos  
 

Las cepas utilizadas fueron B. bassiana Tac-1.1 aislada de cultivo de maíz en la 

delegación Tláhuac, CDMX, M. robertsii Xoch-8.1 obtenida de suelo de cultivo de maíz en 

la delegación Xochimilco, CDMX (Estefes Chávez, 2015) y por último I. fumosorosea 

CNRCB1 perteneciente al Centro Nacional de Referencia de Control Biológico (CNRCB) 

en Colima, México; cabe destacar que esta última cepa fue recientemente identificada por 

Gallou et al. (2016) como I. javanica CHE-CNRCB303, y así es como se presenta en este 

trabajo.  

 

7.2 Conservación de  las cepas 
 

Las cepas fueron sembradas en cajas Petri con Agar Dextrosa Sabouraud (ADS marca 

Bioxon) a 28 ± 1ºC,  por 48 h  con fotoperiodo luz-oscuridad de 12:12 h (Garza-López et 

al., 2012; Montesinos-Matías, 2008). Pasado el tiempo de incubación se recortaron 

colonias aisladas y se colocaron en cajas Petri con ADS durante 8 días, a 28 ± 1ºC con  

fotoperiodo luz-oscuridad de 12:12 h. Una vez obtenido el crecimiento radial, se recortaron 

trozos de agar de aproximadamente 5 mm2, los cuales se depositaron en viales de vidrio 

con 4 mL de agua desionizada estéril y se almacenaron a 4°C (López-Lastra et al., 2002). 

 

7.3 Propagación de las cepas  
 

Para cada experimento se utilizó un vial, al cual se le adicionó 0.5 mL de Tween al 0.05%, 

este se agitó en el vórtex por 1 min y se tomó una alícuota de 250 µL para inocular 30 mL 

de medio harina de avena contenido en un matraz de 250 mL (Harina de avena 33.3 g/L, 

agar bacteriológico 15 g/L (Bioxon) y peptona de carne (Bioxon) 10 g/L) (Tlecuitl-Beristain 

et al., 2010). Posteriormente éstos se incubaron a 28 ± 1ºC,  por 8 días con fotoperiodo 

luz-oscuridad de 12:12 h. Pasado el tiempo de incubación se obtuvieron suspensiones de 

conidios con una solución estéril de Tween 80 al 0.05% (20 mL) y  agitación por 5 min. 
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7.4 Cultivo sólido  
 

La producción en cultivo sólido se hizo en botellas serológicas de 125 mL, a las cuales se 

les colocó el sustrato sólido que fue una mezcla de 1.25 g de arroz precocido (marca Verde 

Valle) y 1.25 g de avena (marca 1) y después esterilizadas a 121°C durante 15 min (Muñiz- 

Paredes, 2016). Por otra parte se preparó una suspensión estándar de  1×107 conidios/mL 

que equivale a 1×106 conidios por gramo de sustrato seco (conidios/gssi) a partir de las 

obtenidas en las sección anterior (Propagación de las cepas); se tomaron alícuotas de 250 

µL  para inocular las botellas serológicas, por último se ajustó la humedad al 40 % con 

agua destilada y se colocaron tapones de algodón en las botellas y se incubaron durante 

8 días a 28º ± 1ºC con un fotoperiodo luz-oscuridad 12:12 h (Garza-López et al., 2012; 

Muñiz-Paredes et al., 2016).  

 

7.5 Modificación atmosférica  
 

El procedimiento se realizó tal cual se mencionó en el apartado de cultivo sólido, con la  

diferencia de que al tercer día de incubación de los cultivos en las botellas serológicas con 

el sustrato sólido (arroz-avena), se sustituyó el tapón de algodón por uno de goma para 

poder modificar la atmósfera a 26% O2. Posteriormente se colocaron dos agujas, una para 

facilitar la salida de los gases y la segunda conectada al tanque que contenía la mezcla 

de 26% de O2 (Praxair, México) y se administró esta muestra gaseosa a los cultivos con 

flujo de 20 cm3/s durante 1 min (Garza-López et al., 2012; Tlecuitl-Beristain et al., 2010). 

Los recambios gaseosos se realizaron con intervalos de 12 h. Los cultivos se incubaron 

durante 8 días a 28º ± 1ºC con un fotoperiodo luz-oscuridad 12:12 h (Muñiz-Paredes et 

al., 2016). 
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7.6 Producción de conidios  
 

La medición de la producción de conidios en cultivos con 21% de O2 y  26% de O2 se 

realizó a las 68, 96, 144 y 192 h de incubación. Se obtuvieron suspensiones de las botellas 

serológicas con 20 mL de solución Tween 80 al 0.05% con agitación por 10 min, 

posteriormente se hizo un filtrado con gasas (eliminación del sustrato sólido), finalmente 

se realizó el conteo de conidios en cámara de Neubauer para determinar la concentración 

de conidios (conidios/mL) y la producción de conidios/gssi (Muñiz-Paredes et al., 2016).  

 

7.7 Pruebas de calidad de conidios  
 

7.7.1 Germinación 
 

Se determinó el porcentaje de germinación a los conidios producidos bajo 21% O2 y 26% 

O2  y cosechados a las 144 y 192 h de incubación. Para esta prueba se utilizaron cajas 

Petri que contenían 15 mL de 1.5% de Agar-Agua estéril (Samuels et al., 1989); se 

inocularon con 100 µL de las suspensiones de conidios con una concentración de 1×106 

conidios/mL, para después dejarlas en incubación por 14 h a 28º ± 1ºC  (Miranda-

Hernández et al., 2014; Muñiz-Paredes et al., 2016 con modificaciones en la concentración 

de conidios). Se cortaron pequeños trozos de agar (2 cm2) y se realizó el conteo de al 

menos 100 conidios para determinar el porcentaje de germinación, considerando un 

conidio germinado si la longitud del tubo germinal fue mayor que el diámetro de conidios 

(Ibrahim et al., 2002).  

 

7.7.2 Viabilidad  
 

De igual forma la viabilidad de los conidios cosechados bajo 21% O2 y 26% O2, se 

determinó a las 144 y 192 h. Para esta prueba se utilizaron cajas Petri con Agar Dextrosa 

Sabouraud adicionado con 0.5 g/L desoxicolato de sodio las cuales fueron inoculadas con 

30 µL de las suspensiones de conidios con una concentración 1×104 conidios/mL 

(equivalente a 300 conidios) y después incubadas a 28 °C durante 72 h con fotoperiodos 
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luz-oscuridad 12:12 h. Pasado el tiempo de incubación se hizo el conteo de las unidades 

formadoras de colonias (UFC) y el resultado se expresó como % de viabilidad (Tlecuitl-

Beristain et al., 2010; Miranda-Hernández, 2010).  

 

7.7.3 Bioensayo  
 

La prueba de infectividad se realizó con conidios obtenidos a las 144 h de cultivo, 

ajustados en una suspensión de 5×107 conidios/mL. Para M. robertsii y B. bassiana se 

utilizaron grupos de 12 larvas de Tenebrio molitor, para I. javanica grupos de 12 larvas de 

Galleria mellonella. Cada grupo de larvas fue sumergido en 20 mL de las suspensiones 

de conidios durante 15 s y depositadas en cajas Petri con alimento estéril, las cuales se 

colocaron en una caja de plástico transparente con papel filtro húmedo y estéril (cámara 

húmeda) y se incubaron a 28°C con fotoperiodos luz-oscuridad 12:12 h. Como tratamiento 

testigo, un grupo de larvas se sumergieron en Tween 80 al 0.05% (Muñiz-Paredes et al., 

2016). El porcentaje de sobrevivencia se registró cada 24 h durante 10 días. Se corroboró 

que la muerte de la larva fuese ocasionada por la infección de los HE, colocando los 

insectos muertos en otras cajas Petri e incubadas bajo las mismas condiciones (28°C con 

foto periodos luz-oscuridad 12:12 h en cámara de húmedad), para promover el crecimiento 

del HE y poder confirmar la muerte de las larvas por micosis. Por último los  resultados del 

porcentaje de sobrevivencia con respecto al tiempo de infección en días (d) se ajustaron 

a un modelo de decaimiento exponencial:  

 

𝑌 = (100 − 𝑆)𝑒−𝑘(𝑡−𝑡0) + 𝑆 

Donde:  

Y = sobrevivencia en el tiempo t (%) 
k = tasa específica de muerte (d-1) 
t0 = tiempo de retardo en el que ocurre la primera muerte (d) 
S =sobrevivencia final (%) 
 

A partir del modelo se estimaron parámetros de calidad tales como: el tiempo en el que se  

alcanza el 50% de mortalidad (TL50), la velocidad específica de muerte (k) y el tiempo de  

retardo de muerte (t0) (Rodríguez-Gómez et al., 2009). 
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7.8 Análisis de expresión diferencial  
 

7.8.1 Búsqueda in silico de genes reguladores de la conidiación en 

hongos  
 

Se realizó un análisis in silico para encontrar la secuencia de nucleótidos de los genes 

ortólogos a los genes wetA, brlA y abaA, reportados como genes reguladores de la 

conidiación en A. nidulans y en B.bassiana  (Anexo 1) en el genoma I. javanica. Las 

secuencias de las proteínas codificadas por los genes reguladores de la conidiación en A. 

nidulans y de B. bassiana  se obtuvieron de la base de datos del Genebank, y se usaron 

para identificar la secuencia de nucleótidos de los genes reguladores de la conidiación en 

I. javanica por medio del programa tBLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

7.8.2 Diseño in silico de oligonucleótidos y sondas para multiplex 

RT-qPCR 
 

El diseño de los oligonucleótidos se realizó utilizando las herramientas en línea del 

Genscript (https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-primer-design-tool) 

(Anexo 2) y el diseño de las sondas para multiplex RT-qPCR se realizó utilizando las 

herramientas de Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com) (Anexo 4). 

 

 

7.8.3 Extracción de ARN y Síntesis de ADN complementario (ADNc) 
 

Se realizó la extracción de los conidios a partir de cultivos de HE cultivados con atmósfera 

normal y enriquecida a las 68, 96, 144 y 192 h, como se describe en el apartado de 

determinación de la producción de conidios; una vez obtenidas las suspensiones se 

centrifugaron a 8000 rpm por 15 min a -4°C y se desechó el sobrenadante. Posteriormente 

la lisis del paquete de conidios se realizó con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino 

y se procedió a la extracción y purificación del ARN con el RNeasy Plant Mini Kit (cat. # 

74904, QIAGEN) de acuerdo al protocolo del fabricante.  
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La integridad del ARN se corroboró mediante electroforesis en gel de agarosa (Aranda 

Patrick et al., 2012). El ADNc se sintetizó utilizando el kit QuantiTect Reverse Transcription 

(cat. # 205310, QIAGEN), que comprende dos pasos principales: eliminación del ADN 

genómico y transcripción inversa. Se partió de una solución de ARN de 500 ng/mL y se 

siguió el protocolo del fabricante; una vez sintetizado el ADNc, se cuantificó su 

concentración y pureza en un equipo NanoDrop 2000 (Thermo ScientificTM) y se 

almacenó a -20°C para su posterior uso.  

 

7.8.4 Multiplex RT-qPCR 
 

La determinación de la expresión diferencial de los genes brlA, abaA y wetA se hizo 

mediante RT-qPCR multiplex, para esto se utilizó el kit comercial Rotor-Gene Multiplex 

RT-PCR (cat. # 204772, QIAGEN); cabe mencionar que la cuantificación de la expresión 

de los genes en ambas condiciones experimentales fue relativa, utilizando como gen de 

referencia (gen housekeeping) el de beta-tubulina (βTub), diseñado por Miranda-

Hernández (2014). Los componentes de la reacción de acuerdo al protocolo del fabricante 

para una multiplex qPCR de dos pasos, se muestran en la siguiente tabla (Tabla 4):   

Tabla 4. Componente de cada reacción de qPCR. 

Componentes Volumen/Reacción 

(µL) 

Concentración 

Final 

Master Mix 12.5 1x 

 

Mezcla de iniciadores/sonda 

brlA 1.25  

 

1x iniciador-sonda* 

abaA 1.25 

wetA 1.25 

βtub 1.25 

ADNC 5 100 ng/reacción 

Agua (para un volumen final de  25µL) 2.5  

*1x iniciadores-sonda esta mezcla consiste en: 10 µM iniciador sentido, 10 µM 

iniciador antisentido y 2.5 µM sonda. 
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La reacción que sirvió como control negativo tenía todos los componentes de las 

reacciones  a excepción de ADNC y como control positivo ADN genómico  en vez de 

ADNc.  Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el equipo Rotor-Gene Q (Series 

Software versión 2.3.1 (Build 49), las condiciones de temperatura fueron las siguientes: la 

etapa de activación a 90°C por 5 min seguido de 40 ciclos de amplificación que incluían 

una desnaturalización 15 s a 95°C y una alineación 15 s a 57°C, la detección de la 

fluorescencia fue el canal verde (para brlA), amarillo (abaA), anaranjado (wetA) y rojo 

(βtub). El nivel de transcripción relativa (NTR) de cada gen se calculó a las 68, 96, 144 y 

192 h de cultivo sólido, bajo condiciones normales y modificadas de oxígeno, usando el 

método 2-∆∆Ct (Livak, 2001).  

 

El NTR de cada gen se estimó como el nivel transcripción del gen en cuestión al tiempo 

de cosecha de los conidios con respecto al nivel de transcripción del mismo gen en 

conidios cosechados a las 68 h de cultivo para atmósfera normal (Figura 11b.1) y para 

atmósfera modificada (Figura 11b.2). 

 

7.9 Análisis estadístico  
 

La comparación de medias de los datos obtenidos de producción y calidad de conidios se 

analizó mediante una prueba de t de Student, utilizando el programa SPSS 18.0 versión 

para Windows. El análisis estadístico para el ajuste de los datos al modelo logístico y de 

decaimiento exponencial fueron realizados en el programa SPSS 18.0; la comparación de 

los parámetros obtenidos de los modelos se hizo en el programa SigmaPlot 12.5 utilizando 

una t de Student, mientras que el análisis estadístico de los niveles expresión relativos se 

analizó mediante  un ANOVA y una t de Student utilizando el programa SPSS 18.0 versión 

para Windows. Cabe mencionar que todos los experimentos se realizaron por triplicado.  
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8. Resultados  
 

8.1 Producción de conidios  
 

Se midió la producción de conidios de I. javanica, B. bassiana y M. robertsii con el 

propósito de determina el efecto que tiene el incremento de la concentración de oxígeno 

en la atmósfera en este parámetro. En la Figura 4a.1 se muestra los resultados obtenidos 

de la producción de conidios (conidios/gssi) de I. javanica a las 68, 96, 144 y 192 h de 

cultivo bajo atmósfera normal (21% de O2) y atmósfera enriquecida en oxígeno (26% de 

O2). Para esta cepa se observó que a las 92 h la producción de conidios fue notoria con 

ambos tratamientos, sin embargo no hay una diferencia significativa (P ˃ 0.05) en la 

producción de conidios en las dos condiciones experimentales. Se logró observar una 

diferencia significativa en la producción de conidios a las 144 horas de cultivo, en donde 

el hongo cultivado en la atmósfera modificada incrementó su producción en 3.77 veces 

respecto al hongo cultivado en atmósfera normal. Está diferencia fue aún más notoria a 

las 192 h de cultivo, en donde la producción de conidios con atmósfera modificada (2.35 

× 109 conidios/gssi) aumentó más de un orden de magnitud  con respecto a la atmósfera 

normal (9.22 × 107 conidios/gssi). Por otra parte el máximo de producción con 21% de O2 

y  26 % de O2 fue a las 144 (2.56 × 108 conidios/gssi) y 192 h (2.35 × 109 conidios/gssi) 

respectivamente.  

 

El aumento en la producción de conidios cuando se enriquece la atmósfera con pulsos de 

26% de O2 se observó de igual forma en B. bassiana (Figura 4a.2); la producción a las 

192 h fue 2.6 veces mayor con atmósfera modificada con respecto a la atmósfera normal, 

sin embargo, no se logró observar diferencia significativa (P ˃ 0.05). En cuanto a la 

producción de conidios de M. robertsii  (Figura 4a.3), se observó una diferencia 

significativa en la producción a las 192 h de cultivo, siendo 2.6 veces mayor con 26 % de 

O2; el máximo de producción con atmósfera normal y atmósfera modificada fue a las  144 

h (1.36 × 109 conidios/gssi) y 192 h (1.89 × 109 conidios/gssi) respectivamente, la 

productividad (conidios/gssi h) en estos puntos máximos de         aaaaaaa   
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Fig 4. a) Producción de conidios por gramo de sustrato seco inicial (ggsi) de I. javanica (Ij Fig. a1), M. robertsii (Mr Fig. a2) y B. bassiana 

(Bb Fig. a3). Líneas discontinuas = atmósfera normal y líneas continuas = atmósfera modificada. b) Producción de conidios de Ij, Bb y 
Mr, la fecha roja (a) indica el inicio de los pulsos enriquecidos con 26% de O2.  
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producción con atmósfera normal y modificada de esta cepa son de 9.5 × 106 conidios/gssi 

h y 9.9 × 106 conidios/gss h respectivamente, lo que está indicando que con el sistema 

con atmósfera enriquecida la productividad es ligeramente superior (cuatro porciento) con 

respecto a la atmósfera normal en M. robertsii.  

 

En estos resultados de producción de conidios se puede observar que enriquecer la 

atmósfera con pulsos con 26% de O2 incrementó la producción de las unidades infectivas 

de estos hongos, pero la magnitud del incremento varía dependiendo de la cepa; es decir, 

si comparamos los puntos máximos de producción de estos hongos con atmósfera  

enriquecida a las 192 h la producción de conidios en I. javanica es 1.24 veces mayor con 

respecto a la producción de M. robertsii y con respecto a la producción de B. bassiana es 

1.19 veces mayor como se puede ver en la Figura 4b.  

 

8.2  Pruebas de calidad de conidios  
 

8.2.1 Germinación y viabilidad  
 

Se realizaron las pruebas de germinación (Figura 5) y viabilidad (Figura 6) para verificar 

que el aumento en la producción de conidios de I. javanica, M. robertsii y B. bassiana que 

se logró con los pulsos oxidantes, no alteró la calidad de los conidios producidos, además 

de evaluar la calidad de los conidios producidos sobre cultivo de sobre arroz y avena. Las 

pruebas se evaluaron a las 144 y 192 h de cultivo (puntos máximos de producción de 

conidios con atmósfera normal y atmósfera modificada respectivamente). En I. javanica la 

germinación observada en los conidios en ambos tratamientos es de alrededor del 93 %, 

sin diferencias significativas (P ˃ 0.05) entre ambas condiciones experimentales ni entre 

ambos tiempos. El mismo efecto se observó en la viabilidad de conidios,  donde la 

viabilidad no se afectó por los pulsos oxidantes en los dos tiempos ensayados (P ˃ 0.05). 

En B. bassiana se logró alcanzar un porcentaje de germinación en ambos tiempos del 

81% y una viabilidad, en conidios cosechados a las 144 h de cultivo, del 60%; sin embargo, 

la viabilidad en conidios de B. bassiana  disminuyó a las  192 h, siendo mayor la  de 

conidios
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Fig 5. Geminación de los conidios en porcentaje de  I. javanica 
(Ij), M. robertsii (Mr) y B. bassiana (Bb) con atmósfera normal 

(21% de O2) y atmósfera modificada (26% de O2). Sin 
diferencias significativas entre tramientos (P ˃ 0.05).  

 

Fig 6. Geminación de los conidios en porcentaje de  I. javanica 
(Ij), M. robertsii (Mr) y B. bassiana (Bb) con atmósfera normal 

(21% de O2) y atmósfera modificada (26% de O2). 

 

Fig 7. Geminación de los conidios en porcentaje de  I. javanica 
(Ij), M. robertsii (Mr) y B. bassiana (Bb) con atmósfera normal 

(21% de O2) y atmósfera modificada (26% de O2). 

 

Fig 8. Geminación de los conidios en porcentaje de  I. javanica 
(Ij), M. robertsii (Mr) y B. bassiana (Bb) con atmósfera normal 

(21% de O2) y atmósfera modificada (26% de O2). Fig 6. Viabilidad de los conidios en porcentaje de  I. javanica (Ij), 
M. robertsii (Mr) y B. bassiana (Bb) con atmósfera normal (21% de 

O2) y atmósfera modificada (26% de O2). Las letras minúsculas 
distintas representan  diferencias estadísticamente significativas 
(P < 0.05) entre tratamientos.   
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obtenidos bajo atmósfera modificada (53%) que la de los obtenidos bajo atmósfera normal 

(32%). En cuanto a M. robertsii (Figura 5,6), se obtuvieron resultados similares en cuanto 

al porcentaje de germinación, siendo con atmósfera normal y modificada del 84 %. En el 

caso de la viabilidad a las 144 h se observó una mejor viabilidad de los conidios obtenidos 

con pulsos enriquecidos en esta cepa, alcanzó (78% con atmósfera modificada, contra 

52% observado con atmósfera normal) logrando aumentar la viabilidad de los conidios un 

26%, por efecto de los pulsos de oxígeno, mientras que la viabilidad de los conidios 

cosechados a la 192 h la viabilidad comienza a disminuir, sin diferencia significativa en 

ambas condiciones (P ˃ 0.05). 

 

Los pulsos oxidantes aumentaron la producción de conidios en las tres especies de 

hongos entomopatógenos utilizados en este estudio, sin afectar negativamente la 

germinación y la viabilidad de éstos, e incluso en algunos casos el tratamiento con los 

pulsos oxidantes mejoró este parámetro de calidad, comparado con la atmósfera normal. 

La germinación de los tres hongos no fue afectada por el tratamiento con los pulsos 

enriquecidos. Por otra parte la viabilidad de los conidios de I. javanica y B. bassiana no se 

ve afectada por los pulsos enriquecidos con O2 a las 144 h, sin embargo, la viabilidad de 

los conidios de B. bassiana disminuyó 48 h despues de aplicar los pulsos, mientras que la 

viabilidad de los conidios de M. robertssi a las 144 h mejora con los pulsos enriquecidos y 

a las 144 h no se encuentra diferencia significativa (P ˃ 0.05) entre ambas condiciones 

experimentales. Por estas razones, se consideró que los pulsos oxidantes tienen un mayor 

efecto positivo en la producción y calidad de conidios I. javanica en comparación con M. 

robertsii y B. bassiana. 
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8.2.2 Bioensayo  
 

Para saber si los conidios producidos en ambas condiciones son capaces de  parasitar los  

insertos plaga, se realizaron los bioensayos sobre larvas de Tenebrio molitor para M. 

robertsii y B. bassiana, mientras que para I. javanica se utilizaron larvas de Galleria 

mellonella. Esta prueba de calidad se realizó con conidios cosechados a las 144 h de 

cultivo, tiempo en que la germinación y viabilidad de conidios fue mayor. Los datos 

experimentales de sobrevivencia de las larvas a lo largo del tiempo se ajustaron al modelo 

de decaimiento exponencial, con el que se obtuvieron los siguientes parámetros: tasa 

específica de muerte (k [d-1]), tiempo de retardo en el que ocurre la primera muerte (t0 [d]), 

sobrevivencia final (Sf [%]) y el tiempo en el que se  alcanza el 50% de mortalidad (TL50 

[d]). Los perfiles de sobrevivencia de larvas se muestran en la Figura 7a y los ajustes de 

los datos experimentales al modelo de decaimiento exponencial se presentan en la Figura 

7b. Para cada curva se determinó el coeficiente de determinación (R2) como se muestra 

en la Figura 7b.1, 2 y 3, el cual en todos los ajustes fue mayor al 90 %, por lo que el ajuste 

de los datos a este modelo describe adecuadamente el proceso de infectividad  de estas 

cepas de HE a lo largo del tiempo y en relación a la concentración de O2 en la atmósfera. 

 

Como se puede ver en la Tabla 5  no se observaron diferencias significativas (P ˃ 0.05) 

en to, y k entre tratamientos en ninguna de las cepas de HE. El to  promedio de los 

tratamientos para el caso de I. javanica es de 1.9 d, para el caso de B. bassiana es de 3.1 

d y para M. robertsii en promedio se requiere 2.5 d para que ocurra la primer muerte. La k 

promedio de los tratamientos de I. javanica, B. bassiana y M. robertsii es de 0.2, 0.3 y 0.3 

d-1 respectivamente, mostrando que después de la infección todos los conidios fueron 

capaces de matar a las larvas a una tasa menor a 0.3 d-1. Solo se encontró diferencia 

significativa en la TL50 (P < 0.05), obteniendo que los conidios cultivados bajo atmósfera 

modificada para el caso de I. javanica, B. bassiana y M. robertsii requieren 2.33, 2.37 y 

1.36 d más para para matar el 50% de larvas con respecto a los conidios cultivados bajo 

condiciones normales, pero aunque al TL50 sea mayor con atmósfera modificada, los 

conidios cultivados bajo ambas condiciones tuvieron una Sf igual a cero.  
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Fig 7. Perfiles de sobrevivencia de larvas (%) a lo largo del tiempo (d), con 

atmósfera  normal (marcador con relleno) y con atmósfera (marcador sin 
relleno) modificada para cada una de las cepas de HE (Fig a) y ajuste  al 
modelo de decaimiento exponencial (Fig b).  

 

Fig 9. Perfiles de sobrevivencia de larvas en porcentaje (%) a lo largo del 
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Tabla 5. Parámetros de infectividad  de I. javanica, B. bassiana y M. robertssi, donde las letras minúsculas distintas representan 

diferencias estadísticamente significativas (P < 0.05) entre tratamientos. La Sf en las cepas y en ambos tratamientos fue cero.  

 

Cepa  Atmósfera   t
0 
(d)  k (d-1

 

) TL
50

 (d)   

I.  javanica  21% de O
2
 1.41 ± 0.43 a 0.18 ± 0.08 a 5.34 ± 0.39 a 

26% de O
2 
 2.32 ± 0.46 a 0.13 ± 0.02 a 7.67 ± 0.82 b 

B. bassiana  
 

21% de O
2
 3.11 ± 0.16 a 0.34 ± 0.09 a 5.18 ± 0.13 a 

26% de O
2
 3.01 ± 0.47 a 0.15 ± 0.14 a 7.55  ± 0.19 b 

M. robertsii 21% de O
2
 2.37 ± 0.14 a 0.35 ± 0.78 a 4.36 ± 0.13 a 

26% de O
2
 2.63 ± 0.27 a 0.22 ± 0.11 a 5.72 ± 0.40 b 
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8.3 Análisis de expresión diferencial  
 

Para esta segunda etapa se eligió a I. javanica para realizar el análisis de la expresión de 

los genes brlA, abaA y wetA, reportados como genes reguladores de la conidiación en A. 

nidulans y en B. bassiana, dado que la producción de conidios en atmósfera modificada 

aumentó más de un orden de magnitud  en esta cepa, con respecto a la producción 

obtenida bajo atmósfera normal  (21% O2 Figura 4b), sin afectar la calidad de los conidios. 

Por ejemplo, la germinación observada en los conidios de ambos tratamientos estuvo  

alrededor del 93 % y la viabilidad de conidios, no se afectó por los pulsos oxidantes. En 

cuanto al bioensayo con ambos tratamientos no se encontró diferencia significativa en la 

sobrevivencia final sobre larvas de Galleria mellonella (Tabla 5). Por estas razones se 

eligió a este hongo entomopatógeno para esta segunda etapa y se buscaron en el genoma 

de I. javanica a los genes ortólogos a los genes brlA, abaA y wetA utilizando como plantilla 

de búsqueda las secuencias ya reportadas en B. bassiana. Los resultados se presentan a 

continuación.  

 

8.3.1 Búsqueda in silico de genes reguladores de la conidiación en 

hongos  
 

Los resultados de los tBlastn se muestran en la Figura 8, el cual permitió obtener las 

secuencias de los genes brlA (Figura 8a), abaA (Figura 8b) y wetA (Figura 8c) de I. 

javanica, utilizando como plantilla de búsqueda las secuencias de los genes reguladores 

de la conidiación reportadas en B. bassiana (Fang et al., 2015).  Como se muestra el valor 

E en todos los casos es 0.0 (Fig 8) lo que nos indica que la probabilidad de que el 

alineamiento entre la plantilla y la secuencia identificada ocurra al azar o por casualidad 

es de 0.0;  por otra parte el porcentaje de identidad para el caso de brlA es del 81%, es 

decir que la proteína brlA tiene 365 aminoácidos de longitud, se pudo alinear el 96% de la 

proteína con la secuencia identificada (Query cover), pero solo el 81% de la alineación es 

idéntico. Para el caso de abaA, la identidad fue del 76% y para wetA fue del 54%. 
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8.3.2 Diseño de oligonucleótidos y sondas para multiplex RT-qPCR 
 

Una vez identificadas las secuencias de los genes (brlA, abaA y wetA), se procedió a 

realizar el diseño de los oligonucleótidos (como se mencionó en el apartado de 

metodología). El diseño de cebadores o iniciadores y sondas es uno de los aspectos más 

importantes para realizar RT-qPCR multiplex, ya que los cebadores mal diseñados pueden 

amplificar otros fragmentos de ADN o ADNc distintos a los buscados (amplificación 

inespecífica), mientras que las sondas con fluoróforos iguales no  permitirían identificar la 

expresión de diferentes genes. Los cebadores y sondas diseñados para los genes 

involucrados en la conidiación y para el gen de referencia se muestran en la Tabla 6. 

 

 

a) 

Fig 8. Resultados de los tBlastn para los genes involucrados en la conidiación. a) gen  brlA,  b) 
gen abaA y c) gen wetA. 

 

 

 

b) 

c) 
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Tabla 6. Cebadores (Sentido y antisentido) y sondas (PROVE) para RT-qPCR multiplex. 

Gen Oligo Secuencia (5´-3´) 

brlA Sentido 

Antisentido

Sonda  

GAGACACAAGCAGACGTTCC 

GCGGTGGTTGTTGAGATTGT 

/56-FAM/CCGCAGAAC/ZEN/TCACACGAGAAACGGT/3IABkFQ/ 

abaA Sentido 

Antisentido 

Sonda 

AAGATGCCTTCGTCGACTCT 

CCCATCTGCTCAATGCTGTC 

/5HEX/CCTCACATG/ZEN/GGCCGCCGCAA/3IABkFQ/ 

wetA 

  

Sentido 

Antisentido 

Sonda 

AGTTTGACGACCCATTTGGC 

TTGGCTGTAGTACCGCATCT 

 /5Cy3/TCCAACACACGCGCCGCCAC /3IAbRQSp/ 

βtub Sentido 

Antisentido 

Sonda 

GCTTCTGACCTCCGTAAC 

TCCTCAACCTCCTTCATG 

/5Cy5/ACCTGACCTGCTCTGCCATT/3IAbRQSp/ 

*ZENTM es un inhibidor de fluorescencia (quencher) interno, acorta la distancia entre el colorante 

y el inhibdor de fluorescencia  del extremo 3´, y en combinación con este, proporciona un mayor 

grado de inactivación y reduce el fondo inicial. 

 

Dado que el diseño de los iniciadores y sondas es crucial para este proyecto se comprobó 

su funcionalidad; se muestra en la Figura 9a el resultado de la electroforesis en gel de 

agarosa de los productos amplificados de ADN, en los carriles 3, 4, 6 y 7 se observan 

amplicones de menos de 250 pb que corresponden al tamaño del amplicón con los 

cebadores del gen brlA y abaA, 103 y 187 pb, respectivamente, y su control negativo (carril 

2 y 5) que era la mezcla de todos los componentes de la reacción excepto ADN. En la 

Figura 9b se observa algo similar, bandas menores de 250 pb que corresponden al tamaño 

del amplicón de los iniciadores del gen wetA y βtub, 104 y 100 pb, respectivamente, y sus 

controles negativos en el carril 2 y 5, en estos controles no se observa bandas que es lo 

esperado ya que comprueba la funcionalidad de los iniciadores diseñados. 
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8.3.3 Extracción de ARN y síntesis de ADN complementario (ADNc) 
 

La calidad del ARN extraído de los conidios de I. javanica cultivados, con atmósfera normal 

y enriquecida con oxígeno, a las 68, 96, 144 y 192 h, se evaluó mediante electroforesis en 

gel desnaturalizante de agarosa. Se observó la presencia de dos bandas distintas en todas 

las muestras y en sus respectivos triplicados (Figura 10). La primer banda (banda superior) 

corresponde a la subunidad grande del ribosoma 28S y la segunda banda (banda inferior) 

corresponde la subunidad pequeña del ribosoma 18S, y no se observó barrido en ninguna 

de las muestras, por lo que se logró extraer el ARN total y se confirmó su integridad. 

 

 

 

 

 

 

28S 

 18S 
 

68 h 
 

96 h 
 

144 h 
 

192 h 
 

21% de O2 21% de O2 26% de O2 26% de O2 21% de O2 26% de O2 21% de O2 

Fig 10.Electroferesis en geles desnaturalizantes de agarosa donde se muestra la integridad del 
ARN purificado de la cepa I. javanica de las dos condiciones atmosféricas (21% de O2 y 26% de O2) 
a las 68 h, 96 h, 144 h y 192 h. 

Fig 9. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados. 
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8.3.4 Multiplex RT-qPCR 
 

La expresión relativa de los genes brlA y abaA en I. javanica, evaluada en distintos puntos 

a lo largo de 192 h de cultivo, en cultivo sólido con atmósfera normal y atmósfera 

modificada se muestran en la Figura 11a. Los niveles relativos de  transcripción (NRT) del 

gen brlA1, en condiciones normales de oxígeno se muestra en la Figura 11b.1. Para este 

gen se observó una máxima expresión relativa (cuatro veces más que a las 68h, punto de 

referencia antes de la aplicación de los pulsos oxidantes) a las 96 h de cultivo; este tiempo 

concuerda con el periodo de crecimiento de las hifas o tallos aéreos de esta cepa. Los 

niveles de expresión relativa de brlA regresan al nivel (P ˃ 0.05) a las 144 h de cultivo, y 

continúa descendiendo. Por otra parte, para estas mismas condiciones de cultivo, se 

observó el NRT máximo de abaA2 a las 96 h de cultivo y fue cuatro veces más alta su 

expresión que a las 68h (P < 0.05); posteriormente su expresión relativa desciende al nivel 

observado a las 68 h de cultivo, y se mantiene relativamente constante hasta las 192 h.  

 

En la figura 11a.1 se puede observar que la máxima producción de conidios de I. javanica 

obtenidos en cultivo sólido se alcanza 48 h después del máximo nivel de expresión relativa 

de los genes brlA y abaA, a ambas concentraciones de oxígeno en la atmósfera; sin 

embargo, los máximos niveles de expresión de ambos genes se alcanzan a diferentes 

tiempos dependiendo de la concentración de oxígeno atmósferico durante el cultivo sólido.  

                                                             
1 Gen brlA que codifica para la proteína identificada como un activador trancripcional de los genes 
reguladores del desarrollo temprano de la conidiación en A. nidulans (BrlA), (Yu et al, 2010). 
2 La activación de los genes reguladores de la conidiación es secuencial, después de la activación 
del gen brlA, que inicia la conidiación, la proteína BrlA activa la transcripción del gen abaA, justo  
durante la fase media de desarrollo asexual, al menos en A. nidulans (Park y Yu 2012). 
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Fig 11. a) Niveles relativos de transcripción de brlA y abaA y producción de conidios de  I. javanica en cultivo sólido, en condiciones normales 
y modificadas de O2. Los resultados se muestran desglosados por tratamiento a 21% (b1) y 26% de O2 (b2). La transcripción relativa de cada 
gen a las 68 h de cultivo se usó como referencia de transcripción inicial. Las letras minúsculas distintas representan diferencias 
estadísticamente significativas (P < 0.05) entre tratamientos del gen brlA. Las letras mayúsculas distintas representan diferencias 
estadísticamente significativas (P < 0.05) entre tratamientos del gen abaA. La flecha indica el inicio de los pulsos con 26% de O2. 
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En el caso de los conidios obtenidos bajo atmósfera normal, la máxima expresión de brlA 

se observa a las 96 h (por lo tanto la máxima producción de conidios se observa a las 144 

h) y posteriormente decae hasta un mínimo de 18.3 veces a las 192 h respecto a sus 

niveles de expresión a las 68 h. El gen brlA tienen un perfil de expresión diferente en el 

caso de los conidios obtenidos bajo atmósfera modificada; en la Figura 11b.2 se observa 

que la expresión de brlA decae 13.4 veces tan sólo 28 h después de la aplicación de los 

primeros pulsos de oxígeno (96 h de cultivo), respecto a los niveles de expresión 

observados para este gen a las 68 h. Posteriormente la expresión de brlA se incrementa 

de nuevo hasta alcanzar niveles similares a los observados antes de la aplicación de los 

pulsos de oxígeno (a las 144 h), es decir una segunda activación del gen (la primera ocurre 

entre las 60 y las 68 horas de cultivo e induce la aparición de los primeros conidios del 

cultivo), y podría explicar el aumento en la producción de conidios más de un orden de 

magnitud con respecto a la producción con atmósfera normal. Posteriormente la 

transcripción relativa de brlA se reduce a las 192 h (47% con respecto al control), pero, 

durante la duración de estos experimentos, no se observa que disminuya hasta los niveles 

mínimos observados en los conidios obtenidos bajo atmósfera normal (95% con respecto 

al control, Figura 11b.1 vs Figura 11 b.2, 192 h), esto indica que la segunda activación 

de brlA no es tan intensa en magnitud, pero tiene mayor duración que la activación del 

gen bajo condiciones de atmósfera normal.  

 

Respecto a la transcripción del gen abaA, en nuestros experimentos no se observó la 

expresión secuencial de brlA seguida de la activación de abaA como han reportado (Fang 

et al., 2015), sino que desde las 68 horas de cultivo (antes de la administración de los 

pulsos de oxígeno) ya se podía detectar la expresión de ambos genes y el perfil de 

expresión. Al igual que ocurre con brlA la máxima expresión de abaA se obtine 48 h antes 

del punto máximo de producción de conidios en ambos tratamientos. Se puede observar 

que existe una correlación en que a medida que se incrementan los niveles de expresión 

de brlA, se incrementa la expresión de abaA (Figura 11b.1, 96 h y 11b.2, 144 h), sin 

embargo, la expresión de abaA no cae a niveles mínimos a las 192 h en conidios obtenidos 

bajo 21% de O2 como ocurre en el caso de brlA, ni tampoco se inhibe por efecto agudo de 

la aplicación de pulsos con 26% de O2.  



 

 
44 

 

 

Aun cuando el producto génico del gen wetA desempeña un papel crítico en la maduración 

de conidios en A. Nidulans, no se presentan resultados de cambios en la expresión de 

este gen, dado que en ninguna muestra de ADNc se logró la amplificación del producto 

de PCR utilizando los cebadores diseñados; sin embargo, sí se obtuvieron amplicones de 

este gen por PCR de punto final, cuando se usa como templado ADN genómico de I. 

javanica CHE-CNRCB303  (Figura 9). 

 

9. Discusión  
 

El CMS es uno de los métodos más usados para la producción de conidios aéreos de 

hongos entomopatógenos, pues los conidios obtenidos de esta manera presentan una 

mayor viabilidad e hidrofobicidad y tienen mayor termotolerancia en comparación con los 

obtenidos en cultivo líquido o cultivo superficial (Miranda- Hernández et al., 2017; Muñiz-

Paredes et al., 2016). Como se mencionó, el sustrato sólido más utilizado para la 

producción de conidios de HE ha sido el arroz, por su equilibrio nutricional, costo, tamaño, 

forma del grano y propiedades de hidratación e integridad estructural, incluso después de 

la colonización por hongos (López-Pérez et al., 2015). Se ha utilizado el arroz combinado 

con varios texturizantes para cambiar la porosidad del medio (Muñiz-Paredes, 2016; 

Ángel-Cuapio, 2011; Gómez-Preciado, 2014), con esto se evita que el sustrato se 

compacte, se incrementa el área de contacto entre sustrato y el microorganismo, además 

de facilitar la trasferencia de oxígeno y bióxido de carbono (Ángel-Cuapio et al., 2015).  

 

 

 

 



 

 
45 

Diversos investigadores han realizado pruebas para optimizar el  sustrato sólido para el 

cultivo de HE; por ejemplo, Taylor et al., (2013) determinó que el porcentaje de 

germinación de conidios de B. bassiana es mucho mayor sobre arroz precocido que en 

arroz no precocido (96% y 81% respectivamente) y la diferencia es mas significativa 

despues de 8 semanas de almacenamiento, alcanzando un 96% de germinación en arroz 

precocido y 56% sobre arroz no precocido. Gómez-Preciado (2014) por su parte, demostró 

que al cultivar M. anisopliae sobre una mezcla arroz-avena incrementa la producción de 

conidios del HE, respecto a los sustratos por separado, pues la mezcla proporciona mejor 

equilibrio nutricional para el hongo. 

 

Muñiz-Paredes et al., (2016) utilizó como sustrato para la producción de conidios de I. 

javanica e I. fumosorosea una mezcla de arroz-avena obteniendo rendimientos de 108 

conidios/ggsi. Algo similar se obtuvo en el presente trabajo en donde la utilización de la 

mezcla arroz precocido-avena como sustrato sólido permitió obtener rendimientos 

máximos, bajo condiciones normales, de 108 conidios/ggsi, y con atmósfera modificada los 

rendimientos alcanzaron 109 conidios/ggsi, datos similares a los reportados (Dalla-Santa 

et al., 2004; Kang et al., 2005; Arzumanov et al., 2005; Jongjangklang et al., 2011; Muñiz 

Paredes et al., 2016). Por otra parte, se ha reportado que la producción máxima de 

conidios obtenidos por CMS se logra entre 7 y 21 d de cultivo para HE como Isaria, 

Metarhizium o Beauveria (Arzumanov et al., 2005; Nuñez-Gaona et al., 2010; Miranda-

Hernández et al., 2017); sin embargo, en este trabajo la producción máxima de conidios 

de I. javanica, M. robertsii y  B. bassiana bajo atmósfera  normal y modificada con 26% de 

O2 en cultivo sólido a base de arroz y avena, se obtuvo entre los 6 (144h) y 8 d (192h) un 

promedio de  7x108 conidios/gssi y 2x109 conidios/gssi respectivamente (atmósfera  

normal y modificada), estos resultados son similares a otros reportes (García-Ortiz et al., 

2015; Santoro et al., 2014). 

 

La mayor parte de los estudios para evaluar el efecto de los pulsos oxidantes en la 

producción y calidad de conidios se han realizado en cultivos superficiales (Rodríguez-

Gómez et al., 2009; Miranda-Hernández et al., 2014; Suarez-Vergel, 2017). Por ejemplo, 
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Miranda-Hernández (2010) evaluó el efecto que tiene enriquecer la atmósfera  con 26% 

de O2 después de 60 horas de cultivo, con intercambio de la atmósfera cada 24 h, en 

diferentes cepas de hongos entomopatógenos en cultivos superficiales. Este estudio 

encontró que a las 204 h la producción de conidios de I. fumosorosea CNRCB1 (I. javanica 

CHE-CNRCB303)  con una atmósfera enriquecida disminuye 100% con respecto a la 

misma cepa incubada en atmósfera normal, algo similar obtuvo con B. bassiana 882.5, los 

rendimientos de conidios fueron más bajos con el tratamiento con atmósfera  enriquecida 

respecto a los producidos con atmósfera normal, estableciendo que “los hongos tienen 

diferentes grados de tolerancia y mecanismos de respuesta distintos a tal condición” 

(Miranda-Hernández, 2010).  

 

Varios autores han realizado la comparación de los rendimientos de conidios producidos 

en CMS y cultivo superficial, pero por lo general la composición del medio de cultivo es 

diferente entre los dos sistemas (Wyss et al. 2001; Jaronski y Jackson  2012). En el 2016 

se publicó el primer estudio en el que compara la producción y calidad de unidades 

infectivas de I. javanica y I. fumosorosea bajo diferentes concentraciones de O2 

atmosférico utilizando el mismo sustrato en CMS y en cultivo superficial (Muñiz-Paredes 

et al., 2016);  En dicho trabajo se encontró que el efecto de los pulsos oxidantes sobre la 

calidad de los conidios es distinto dependiendo del tipo de cultivo que se realiza; cuando 

los pulsos de O2 se administran en cultivo superficial y en CMS la producción de conidios 

disminuyen en ambos sistemas pero en CMS sin embargo la conidiación en CMS fue dos 

órdenes de magnitud más sensible a los pulsos oxidantes. En otro estudio Muñiz-Paredes, 

2016 determinó que el efecto positivo sobre la producción de conidios en medio sólido 

ocurre siempre y cuando se considere una  relación entre la cantidad de sustrato y el 

volumen del biorreactor que cubra la demanda de oxígeno del cultivo y evite alteraciones 

en los rendimientos de biomasa y conidios. 
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Considerando la bibliografía (Muñiz-Paredes et al., 2016, 2016) en este trabajó se 

consideró le relación entre el sustrato y el volumen del biorreactor para cubrir la demanda 

de oxígeno del cultivo y se aplicaron pulsos de oxígeno al 26% cada 12 h, a partir de las 

68 h de cultivo en estado sólido.  Observamos que en el caso de I. fumosorosea el 

tratamiento favoreció la producción de conidios; de hecho, la producción de conidios 

aumentó más de un orden de magnitud  con respecto a la atmósfera normal (192 h) 

aumento que no había obtenido Miranda-Hernández (2010) con los pulsos enriquecidos 

con O2 en este HE. El efecto de los pulsos oxidantes también incrementó la producción 

de conidios tanto de  B. bassiana como de M. robertsii (2.6 veces más conidios a las 192 

horas), de manera mucho más modesta que lo observado para I. javanica. Es importante 

señalar que el incremento en la producción de conidios de M. robertsii por efecto del 

cambio en la concentración de O2 encontrado en este trabajo es superior al incremento 

en la conidiación reportado en trabajos previos para la cepa Metarhizium lepidiotum CP-

Oax, bajo el mismo tratamiento de los pulsos oxidantes, (Miranda-Hernadez, 2010; 

Tlecuitl-Beristain et al., 2010), en el que se reporta un incremento en la producción de 

conidios de hasta 1.75 veces y 100% más con respecto a atmósfera norma.  

 

Castillo-Minjares (2015), introdujo el término “índice de conidiación” (I) definido como el 

cociente de la producción de conidios en cierto tiempo entre la cantidad de inóculo por 

unidad de volumen. Este I se considera un parámetro que indica qué tan avanzado está 

un cultivo, y cuantifica el efecto favorable que tiene enriquecer la atmósfera con oxígeno 

en la formación de conidios; es decir, si comparamos el valor de I en los puntos máximos 

de producción de conidios (144 h para atmósfera normal y 192 h para atmósfera  

modificada), con atmósfera  normal es de 26, 48 y 136, mientras que para atmósfera  

modificada es de 235, 197 y 189, para I. javanica, B. bassiana y M. robertssi,  

respectivamente. En otras palabras, dependiendo de la cepa, por cada conidio que se 

inocula bajo atmósfera normal se producen hasta 136 conidios nuevos, mientras que en 

los cultivados con atmósfera  modificada se producen hasta 235 conidios por cada conidio 

cultivado.  
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El nivel de producción de conidios, no es el único elemento esencial para la selección de 

cepas de HE con potencial para el control biológico, otros factores como la germinación, 

viabilidad, e infectividad (pruebas de calidad de conidios) son igualmente importantes 

(Goettel y Roberts, 1992; Jackson et al., 2010; Miranda-Hernández et al., 2017). El objetivo 

de realizar estas pruebas de calidad es predecir la eficacia de los HE cuando se aplican 

en campo, por esta razón, estas pruebas juegan un papel importante en la evaluación de 

la calidad de los bioplaguicidas fúngicos (Jenkins et al., 1998; Miranda-Hernández et al., 

2017). Por eso se realizaron estas pruebas a los conidios producidos en cultivo sólido, 

corroborando que los pulsos enriquecidos no alteran a estas variables, en relación a los 

producidos con atmósfera normal y lo ya reportado, dado que son parámetros importes de 

calidad relacionados con la eficacia de los HE en campo. 

 

Como se mencionó, la germinación es la formación de tubos germinativos y se puede 

expresar en porcentaje, el cual es un estimador de qué tan rápido se produce un tubo 

germinal, que permite que las hifas crecientes rompan la cutícula del huésped (insecto) 

(Ortiz-Urquiza et al, 2015). Los conidios de los HE que tengan una germinación rápida 

tendrán un mayor éxito que aquellos con tasas bajas de germinación, puesto que estos 

últimos están expuestos durante más tiempo a cambios en las condiciones nutricionales 

o cambios de temperatura, es decir están expuestos a factores que afectan la germinación 

(Ibrahim et al., 2002; Miranda-Hernández et al., 2017). El valor recomendado por Jenkins 

y Grzywacz (2000) para la prueba de germinación es un valor mayor a 85%. Los resultados 

de este trabajo muestran que la germinación de los conidios de I. javanica fue del 93% 

con pulsos de 26% y 21% de O2, superando el valor recomendado de germinación; por 

otra parte, con ambos tratamientos se obtuvieron viabilidades de 67-73%, estos datos de 

calidad de I. javanica son similares a los obtenidos por Muñiz-Paredes et al. (2016). La 

viabilidad indica qué porcentaje de conidios son capaces de desarrollar unidades 

formadoras de colonias, valor que debe mantenerse o mejorarse después de los 

tratamientos aplicados. En el caso M. robertsii este porcentaje de viabilidad se mejoró con 

los pulsos oxidantes, con valores recomendados para las formulaciones, algo similar ya 

había sido observado por Tlecuitl-Beristain et al. (2010), es decir que los pulsos no 

modifican negativamente la viabilidad de los conidios de M. robertsii. En el caso de B. 
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bassiana también tuvo una respuesta positiva a los pulsos en cultivo sólido, pero no tanto 

como I. javanica y M. robertsii, corroborando que los hongos entomopatógenos tienen 

diferentes grados de tolerancia y mecanismos de respuesta a los pulsos oxidantes 

(Miranda-Hernández, 2010). Estas diferentes respuestas al estrés, como señala Muñiz-

Paredes et al., (2016), también dependen del sistema de cultivo en el que crecen los HE. 

Estos resultados muestran que los conidios producidos con este sistema tienen un 

potencial prometedor para su eficiencia en campo, sin embargo, para corroborar esto se 

requieren más pruebas de calidad como hidrofobicidad, termotolerancia e infectividad 

(bioensayo). 

 

El bioensayo es una prueba de calidad que implica el uso de plagas vivas para determinar 

la capacidad de biocontrol de los HE (Miranda-Hernández et al., 2017), esta prueba es 

importante dado que los HE durante el proceso de infección deben enfrentar la respuesta 

inmune de los insectos como: ecdisis, el aumento de su temperatura (fiebre inducida), las 

secreciones de las glándulas y la comunidad microbiana (Ortiz-Urquiza et al., 2015). Por 

ejemplo las chinches inhiben a M. anisopliae con secreciones glandulares de (E) -2-

hexenal y (E) -2-octenal (Ulrich et al., 2015). Algunas bacterias endógenos como Bacillus 

pumilus en la cutícula de Dalbulus maidis (la chicharrita), inhibe la germinación de B. 

bassiana (Toledo et al., 2011). A través de bioensayos se ha reportado un incremento en 

la infectividad de las cepas de I. fumosorosea con pulsos oxidantes en cultivo superficial 

(Miranda-Hernández et al., 2014), sin embargo, estos resultados no se pudieron observar 

en este estudio, ya que para todas la cepas no hubo diferencia en los parámetros de 

infectividad con atmósfera enriquecida y atmósfera  normal, incluyendo las variables como 

t0 y k, de hecho se obtuvo con ambos tratamientos una sobrevivencia final igual a cero.   

Por otra parte obtuvimos que el TL50 con atmósfera enriquecida fue mayor con respecto a 

la atmósfera normal, estas diferencias podrían deberse a que probablemente a las 144 h 

(tiempo en que se realizó el bioensayo) ya teníamos conidios maduros de I. javanica en el 

tratamiento con atmósfera normal, mientras que con atmósfera modificada seguíamos en 

la fase media de la conidiación y aun así la sobrevivencia final fue cero en ambos 

tratamientos.  
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Por lo tanto, la implementación de los pulsos con 26% de O2 en un sistema de producción 

en cultivo sólido no solo aumentan la producción de los conidios, sino además no afectan 

la infectividad de estos, convirtiendo este sistema en un modelo base para el desarrollo 

de un proceso de producción a gran escala de conidios de HE que va tener gran eficacia 

para el control biológico de plagas.  

 

Entender el proceso de conidiogénesis (proceso primario para la reproducción asexual) 

en HE es importante para entender cómo estos hongos interactúan con su entorno para 

regular su desarrollo, por lo que el estudio de los cambios en los niveles de expresión de 

los genes de la vía central de conidiación (brlA, abaA y wetA) en HE, bajo condiciones de 

estrés oxidante ayuda a comprender el incremento en la producción de conidios; además, 

permitiría generar nuevas estrategias biotecnológicas para mejorar aún más la producción 

de conidios de HE utilizados para el control biológico de plagas.  

 

Se a reportado que la vía central de la conidiación está conservada en HE (Fang et al., 

2015; Zeng et al., 2017). Zeng et al., (2017) analizaron la expresión de los genes de la vía 

reguladora de la conidiación (brlA, abaA y wetA) y a vosA a los 2, 3, 5 y 8 días de cultivo 

superficial de M. robertsii. Estos autores encontraron que la expresión de los genes brlA, 

wetA y vosA permaneció constante durante la conidiación (no observaron diferencia 

significativa (P ˃ 0.05) con respecto a su expresión en el día 2), mientras que la expresión 

abaA se mantuvo por arriba de brlA, wetA y vosA, encontrando la máxima expresión de 

abaA a los 3 días, permaneciendo elevada a los 8 días. Mientras que en en este estudio 

se encontró algo muy similar, en donde los niveles de expresión de abaA, fueron 

superiores a los niveles de expresión de brlA en Isaria javanica CHE-CNRCB303 con 

ambos tratamientos.  

 

Por otra parte Fang et al., (2015) al estudiar la transcripción de brlA, abaA, wetA y vosA 

en B. bassiana, en cultivo superficial en un periodo de 7 días estandarizando los NTR con 

respecto a la expresión en el día 1, observaron que la expresión comenzó a ser notoria en 

el día 3 (aproximadamente 6 veces más la expresión de brlA con respecto al día 1); la 

máximo expresión de brlA y abaA fue al 5 día (20 veces más su transcripción con respecto 

al día 1). La máxima expresión de abaA en M. robertsii fue al 3 día  (Zeng  et al., 2017); 
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en ambos HE (M. robertsii y B. bassiana) la expresión de brlA en B. bassiana y abaA  en 

M. robertsii al 3 día ya era notoria hasta 6 y 15 veces más con respecto a la del día 1 y 2, 

respectivamente (Fang et al., 2015; Zeng et al., 2017). En el caso de nuestro trabajo, 

utilizamos la expresión de brlA y abaA a las 68 h (≈3 días) para establecer el valor de 

normalización de los datos, aunque probablemente la expresión de estos genes ya era 

alta se obtuvieron NRT solo de hasta 10 veces más, en comparación a los reportados de 

hasta ≈40 y ≈17 NRT (Fang et al., 2015; Zeng et al., 2017). 

 

Además en este trabajo se observó que la expresión de los genes brlA y abaA se 

correlaciona con algunas fases de la conidiación. Castillo-Minjares (2015) observó el 

crecimiento de I. javanica en medió harina de avena en condiciones normales de O2 quien 

encontró que en un periodo de 24-36 h hay formación de micelio proveniente de la 

germinación de los conidios, además en este tiempo aparecen algunos brotes iniciales de 

conidióforos. A las 48 h de cultivo ya hay conidios abundantes, pero en su mayoría 

continua siendo micelio; a continuación, de las 60 a las 156 h hay máxima abundancia de 

conidios, además de formación de conidioforos maduros con entre 4 y 6 fiálides (Castillo-

Minjares, 2015). El inicio de la expresión de brlA y abaA concuerda con las fases de 

desarrollo de esto HE (Castillo-Minjares, 2015), es decir que a las 60 h ya hay abundancia 

de conidios y la expresión de brlA y abaA era alta; a las 96 h, en donde había mayor 

abundancia de conidios que micelio, se encontró la máxima expresión de brlA y abaA. A 

las 144 y 192 h,  lapso en el que ya había conidióforos y conidios maduros, la expresión 

de estos genes comenzó a descender. Este patrón de formación de conidios y perfil 

trancripcional  brlA y abaA,  fue similar a lo observado en B. bassiana por Fang et al., 

(2015).  

 

Mientras que con atmósfera enriquecida se vió que el máximo de expresión de brlA y abaA 

se retrasó 48 h, encontrándolo a las 144 h algo similar a lo reportado por Castillo-Minjares 

(2015) al comparar micrografías de la producción de conidios de I. javanica, en 

condiciones atmosféricas normales y oxidantes,  observó que en las condiciones 

oxidantes se produjo un retardo en la conidiación en esta cepa, esto también podría 

atribuirse al desplazo de la expresión de brlA y abaA, en coincidencia con nuestros 

resultados. Por otra parte se encontró en este estudio que la expresión relativa máxima 
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de brlA y abaA (relativa a los niveles de expresión de estos genes a las 68h de cultivo) fue 

significativamente menor en el tratamiento con 26% de O2 que los niveles de expresión 

relativa cuando el HE se cultiva en atmósfera normal. 

 

La baja expresión relativa máxima de brlA y abaA en condiciones ricas de oxígeno podría 

deberse a que al inicio de los pulsos I. javanica tuvo que adaptarse al cambio de un entorno 

con atmósfera normal a una atmósfera enriquecida de O2; este cambio pudo repercutir en 

el metabolismo, probablemente desencadenando respuestas generales a estrés que 

podría incluir la activación de algún regulador negativo de la vía de regulación central de 

la conidiación. Hasta el momento se conocen tres reguladores negativos clave de la 

conidiación: SfgA, VosA y NsdD, estos dos últimos regulan la vía central de la conidiación. 

El factor de trascripción VosA, cuya expresión se activa por AbaA, gobierna la maduración 

de las esporas y ejerce una regulación por retroalimentación negativa de brlA al unirse a 

su promotor en A. nidulans (Yu, 2010, Li et al., 2015). La eliminación del gen nsdD en la 

represión de la conidiación provoca una activación mejorada y precoz de la conidiación en 

A. fumigatus y A. flavus. El factor de transcripción NsdD tiene tres regiones de unión en el 

promotor del gen brlA, lo que indica un papel represivo directo de NsdD en la conidiación 

(Lee M. et al., 2014). Lee M. et al., (2016) hicieron estudios genéticos combinatorios en A. 

nidulans, encontrando que VosA y NsdD son los principales factores que reprimen la 

expresión de brlA; en dicho estudio reportan que la cepa mutante ∆nsdD produjo 2.3 veces 

más conidios que la cepa parental, mientras que el mutante doble ∆nsdD  ∆vosA produjo 

una cantidad similar de conidios a la cepa parental (esto porque VosA es un regulador 

multifuncional que por un lado regula negativamente a brlA y por otro está relacionado con 

la regulación positiva de la biosíntesis de trehalosa  y maduración de conidios). Resultados 

similares se observaron en A. flavus, con lo que sugieren que NsdD es un determinante 

principal del número de conidios que se producen en condiciones de cultivo sólido y que 

la unión de NsdD y VosA al promotor brlA da como resultado la represión total de brlA. 

NsdD y VosA son proteínas altamente conservadas en varias especies de Aspergillus y 

otros hongos como Penicillium, Coccidioides, Ajellomyces, and Fusarium y posiblemente  

existan proteínas homólogas de estos reguladores en HE, incluyendo I. javanica; es 

probable que la atmósfera rica en oxígeno estimuló la transcripción, o la unión de alguno 

de estos genes ortólogos a las secuencias regulatorias de brlA, que inhibieron la expresión 
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del gen durante las primeras horas después de los pulsos oxidante. La disminución inicial 

de la expresión del gen brlA causada por los pulsos oxidantes se refleja en que los niveles 

de expresión del gen abaA no alcancen los máximos niveles de expresión observados en 

el cultivo realizado bajo atmósfera normal, pues la transcripción de abaA es activada por 

la proteína BrlA. Sin embargo, es interesante destacar que aun cuando los niveles de 

expresión de brlA si mostraron variaciones importantes durante el tiempo que se 

monitoreó el cultivo, bajo condiciones de atmósfera enriquecida, los niveles de abaA no 

disminuyeron en la misma magnitud, y se mantuvieron al menos al mismo nivel que lo 

observado a las 68 h de cultivo.  

 

Los niveles de transcripción de brlA se incrementaron nuevamente a las 144 horas de 

cultivo (76 horas después de iniciar los pulsos con 26% de oxigeno) y alcanzaron los 

niveles de expresión observados a las 68 horas de cultivo (antes de los pulsos), y esta 

segunda activación del gen brlA podría ser la causa del incremento de un orden de 

magnitud en la producción de conidios observada bajo condiciones de atmósfera rica en 

oxígeno. La proteína BrlA es un factor trancripcional que está involucrada en el desarrollo 

inicial de conidióforo y la formación de la vesícula; BrlA activa la transcripción de múltiples 

genes involucrados en la conidiación, entre los cuales están los genes abaA y wetA. AbaA 

está involucrado en la fase media del desarrollo del conidióforo, mientras que WetA está 

involucrado en la maduración de los conidios y la síntesis de trehalosa. Es probable que 

los pulsos oxidantes disminuyan la expresión de brlA, por lo que no se forman nuevas 

hifas aéreas, tallos y vesículas, pero los niveles de abaA se mantienen constantes a lo 

largo del tiempo, por lo que podrían promover que la maduración de los conidióforos 

continúe de manera normal y por lo tanto la producción de conidios (de hecho, a las 96 

horas la producción de conidios es la misma bajo atmósfera normal que bajo atmósfera 

enriquecida en oxígeno); cuando a las 144 horas de cultivo se incrementan nuevamente 

los niveles de brlA, la proteína resultante podría inducir la formación de nuevas vesículas 

(y nuevos conidióforos) que al continuar con el proceso de diferenciación producen el 

incremento en la producción de conidios observado.  
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La secuencia del gen wetA  ha sido identificada en B. bassiana y M. robertsii. En el caso 

de B. bassiana se encontró que wetA se activa tan pronto como brlA pero se trascribe más 

abundantemente en los días 3 y 7 (Fang et al., 2015).  En M. robertsii el ortólogo wetA 

permaneció constante durante la conidiación. Desafortunadamente, en nuestro caso no 

logramos seguir las variaciones en los niveles de expresión de wetA debido a que no 

obtuvimos amplificación de la secuencia correspondiente utilizando los cebadores 

diseñados a partir de los ADNcs aislados en ninguna de las condiciones experimentales y 

a ningún tiempo; sin embargo, los mismos cebadores producen un amplicón del tamaño 

esperado cuando se utiliza DNA genómico cómo molde. Existen varias posibles 

explicaciones para estos resultados, las cuales requieren ser analizadas y probadas en 

trabajos posteriores: podría ser que I. javanica tenga más de un ortólogo de wetA, y que 

el ortólogo a partir del cual se diseñaron los cebadores no sea el que está involucrado en 

la maduración de los conidio; podría ser también que durante la maduración del mRNA de 

wetA, la región en la que se diseñaron los cebadores haya sido editada y ya no esté 

presente en el transcrito maduro de wetA.  Dada la importancia de la proteína WetA en la 

maduración de los conidios, es importante investigar estas dos alternativas en trabajos 

posteriores, para evaluar la variación en la expresión de este gen en respuesta a los pulsos 

oxidantes. . Este trabajo proporciona una base para una compresión más profunda de la 

biología de I. javanica, un HE con gran potencial para el control biológico de plagas.  
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10. Conclusiones   
 

Los pulsos con 26% de O2 aplicados en un cultivo sólido (cada 12 h)  tuvieron un efecto 

positivo en la producción de conidios de I. javanica, M. robertsii y B. bassiana sin modificar 

los parámetros de calidad como la germinación y la viabilidad con respecto a los 

producidos en una atmósfera normal (21% de O2).  

 

En I. javanica, el efecto de los pulsos enriquecidos con 26% de O2 fue más notorio en los 

rendimientos de conidios, en comparación con M. robertssi y B. bassiana.  

 

I. javanica tiene secuencias homólogas de los genes brlA y abaA, involucrados en la 

formación y maduración de conidios de B. bassiana. Los pulsos oxidantes (26% de O2) 

disminuyeron la expresión del gen brlA, mientras que la expresion de abaA se mantuvo 

sin cambios, además se desplazó el punto máximo de expresión en comparación con el 

control (21% de O2). Probablemente brlA tiene una regulación negativa en respuesta al 

posible estrés provocado por los pulsos oxidantes. 

 

El perfil de la variación de expresión de brlA y abaA concuerda con algunas etapas de  

desarrollo de este HE y la producción de conidios, estableciendo una correlación entre los 

niveles de expresión de los genes involucrados en la conidiación y las observaciones del 

desarrollo de conidios que se han presentado previamente. 

 

Este estudio aporta un sistema de producción de conidios de HE con la implementación 

de pulsos enriquecidos en oxígeno en cultivo sólido, que favorece los rendimientos de 

conidios a nivel laboratorio y que podría ser un modelo inicial para la producción a  gran 

escala. Además contribuye al poco conocimiento de la vía de formación de conidios de 

HE siendo el único trabajo hasta el momento en I. javanica en el que se confirmó que los 

genes brlA y abaA están involucrados en el incremento de la producción de conidios, 

conocimiento que da pauta a nuevas investigaciones para mejorar la producción de 

conidios de HE.  
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11. Perspectivas  
 

Estos hallazgos podrían utilizarse para la optimización del proceso de producción de 

conidios en cultivo sólido, usando pulsos oxidantes de I. javanica, pero con cepas donde 

se manipulen los genes brlA y abaA por mutaciones dirigidas. Además, para 

complementar esta investigación sería interesante: 

 

 Realizar pruebas de infectividad de estos HE en invernaderos o en cultivos y 

corroborar su eficacia. Esto sería la primera etapa del diseño de escalamiento de 

este proceso de producción de conidios con pulsos oxidante en cultivo sólido. 

 

 Completar el perfil de transcripción de los genes reguladores de la conidiación 

realizando el análisis de la variación de la expresión de estos genes  a las  24 h, 

120 h, 168 h y 216 h para determinar: si BrlA activa la transcripción del gen abaA, 

que a su vez activa la transcripción del gen wetA como sucede en A. nidulans. 

Además de aclarar si la expresión máxima de brlA y abaA  en atmósfera modificada 

es a las 144 o entre 144 y 192 h, y poder observar el final del perfil de trascripción 

de brlA como se vio con atmósfera normal.  

 

 Identificar los genes ortólogos en I. fumosorosea, involucrados en la regulación 

negativa de la vía central de la conidiación, para analizar cómo varía su expresión 

en atmósfera rica en oxígeno y determinar si alguno de estos se activa en respuesta 

al posible estrés provocado por los pulsos enriquecidos en oxígeno. 

 

 Explorar la posibilidad de detectar los niveles de expresión de wetA utilizando otros 

cebadores, así como de que existan otros genes ortólogos al gen wetA en I. 

javanica. 
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Anexo 1 
Búsqueda in silico de genes reguladores de la conidiación en hongos 

En la Tabla A1.1 se muestra en número de acceso del Genebank  de las secuencias de 

los genes brlA, abaA y wetA  de Aspergillus nidulans, así como el  número de acceso del 

Genebank de las secuencias de estos genes reportadas en Beauveria bassiana, es decir 

las secuencias que fueron ortólogas a las secuencias de los genes reguladores de la 

conidiación en A. nidulans.  

 

Tabla A1.1. Número de acceso del Genebank de los genes reguladores de la conidiación  

 

 Numero de acceso del Genebank  

                       Gen  

Organismo 

brlA abaA wetA Ref. 

Aspergillus nidulans AAA33300.1 AAA33330.1 AAA33330.1 Adams,T.H et al. 1998; Marshall 

y Timberlake ,1991  

Beauveria bassiana KGQ06299.1 KGQ12051.1 J5JPY5.1 Li Q. et al., 2012; Xiao et al., 

2012 
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Anexo 2 
 

Diseño in silico de oligonucleótidos y sondas para multiplex RT-qPCR 

 

Como se mencionó el diseño de los oligonucleótidos se realizó utilizando la página 

Genscript, en la Tabla A2.1 se muestran los oligonucleótidos que se eligieron porque 

producen un amplicon no mayor a 200 pb, esto porque productos más largos no se 

amplifican tan eficientemente; el tamaño de los oligonucleótidos fue entre 18 y 25 pb por 

lo que tenían temperaturas de alineación similares, además de que su porcentaje de GC 

y AT no era mayor al 50%. Se cuidó también de que, las Tm de los cebadores y sondas 

de los diferentes genes son similares lo que nos permitiría amplificar simultáneamente los 

diferentes genes, son muy específicos (Anexo 3, Figura A3.1) y por último no son 

complementario ni autocomplementarios aspecto importante dado que no se formaron 

dímeros de cebador o sondas (Anexo 3, Figura A3.2) (Tamay de Dios et al., 2013; 

QIAGEN). 

Tabla A2.1 Oligonucleótidos y sondas para multiplex RT-qPCR.  

Gen Tamaño 

del 

amplicon 

Oligo Secuencia (5´-3´) Tm 

(°C) 

Tamaño 

(b) 

brlA 103 pb Sendido 

Antisentido 

Sonda 

GAGACACAAGCAGACGTTCC 

GCGGTGGTTGTTGAGATTGT 

CCGCAGAACTCACACGAGAAACGGT 

56 

56 

64 

20 

20 

25 

abaA 187 pb Sendido 

Antisentido 

Sonda 

AAGATGCCTTCGTCGACTCT 

CCCATCTGCTCAATGCTGTC 

CCTCACATGGGCCGCCGCAA 

56 

56 

65 

20 

20 

20 

wetA 

  

104 pb Sendido 

Antisentido 

Sonda 

AGTTTGACGACCCATTTGGC 

TTGGCTGTAGTACCGCATCT 

TCCAACACACGCGCCGCCAC  

56 

56 

66 

20 

20 

20 
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Anexo 3 
Especificidad y Complementariedad de oligonucleótidos y sondas 

Con ayuda del programa BLAST se corroboró que los cebadores y sondas fueran muy 

específicos de los diferentes genes, en todos los caso se obtuvieron porcentajes de 

identidad del 100% (Figura A3.1) y para corroborar la complementariedad se utilizó el 

programa DNAMAN (Figura A3.2) 

Fig. A3.1 Especificidad de cebadores y sondas de los genes brlA Fig I (Sentido a, Antisentido b y 

Sonda c), abaA II (Sentido a, Antisentido b y Sonda c) y wetA III (Sentido a, Antisentido b y Sonda 

c).  
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Fig. A3.2 Complementariedad de oligonucleótidos y sondas de los diferentes genes. 
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P brlA con P brlA 
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Anexo 4 
 

Diseño de sondas 

Para el diseño de sondas para la multiplex RT-qPCR, se eligieron colorantes que tuvieran 

espectros de fluorescencia diferentes, esto para poder detectar en una única reacción de 

PCR los diferentes productos amplificados. Se decidió trabajar con el fluoróforo FAM (6-

carboxifluoresceina) para el caso de brlA que su excitación y emisión está en 495 y 520 

nm respectivamente, para la sonda de abaA se utilizó el fluoróforo HEX (5- hexachloro-

fluoresceina fosforamidita)  que se detecta entre 535 y 556 nm, para wetA se utilizó Cy3 

(Cianina-3) su espectro de excitación y emisión es 550 y 570 nm respectivamente. Como 

gen de referencia  (gen constitutivo o housekeeping) se utilizo βTub (Miranda-Hernández 

et al., 2014; Suarez-Vergel, 2017), cuya sonda tiene un colorante Cy5 ( Cianina-5) emisión 

y excitación en 649 y 670 nm), el inhibidor de fluorecencia que se utilizó porque es 

compatible con estos fluoróforo es el IABkFQ (lowa BlackTM FQ) como se muestra en la 

Tabla A4.1. 

Tabla A4.1. Sondas para RT-qPCR. 

Gen Sonda  (5´-3´) Emisión (nm) 

*brlA /56-FAM/CCGCAGAAC/ZEN/TCACACGAGAAACGGT/3IABkFQ/ 520 

*abaA /5HEX/CCTCACATG/ZEN/GGCCGCCGCAA/3IABkFQ/ 556 

wetA  /5Cy3/TCCAACACACGCGCCGCCAC /3IAbRQSp/ 570 

βTub /5Cy5/ACCTGACCTGCTCTGCCATT/3IAbRQSp/ 670 

*ZENTM es un quencher interno, acorta la distancia entre el colorante y el apagador (quencher) 

del extremo 3´, y en combinación con este, proporciona un mayor grado de inactivación y reduce 

el fondo inicial. 
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