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RESUMEN

Existe interés en incrementar la efectividad de los hongos entomopatdégenos utilizados
como alternativa a los plaguicidas quimicos para el control biolégico. Hay investigaciones
gue indican que el tratamiento del micelio con pulsos oxidantes es una estrategia exitosa,
ya sea para inducir la conidiacion o para mejorar la calidad. Sin embargo, se desconocia
si se podrian incrementar las caracteristicas de calidad de los conidios al someterlos
directamente a los pulsos oxidantes, lo cual representaria una estrategia novedosa que
podria implementarse en procesos de produccion comercial. Este trabajo es un primer
esfuerzo para determinar si los conidios modifican su calidad al ser tratados directamente
con pulsos oxidantes. Como material biol6gico, se emplearon cuatro cepas pertenecientes
a tres de los géneros mas utilizados en los productos comerciales: Metarhizium robertsii
Xoch8.1, Beauveria bassiana Tacl.1, Cordyceps javanica CHE-CNRCB303 y Cordyceps
fumosorosea ARSEF3302. La investigacion fue dividida en dos partes, la primera estuvo
enfocada en el estudio del efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad, es decir,
corroborar el fendmeno. La segunda parte estuvo dirigida a establecer una posible
explicacion del fenébmeno. De este modo, los conidios de cada uno de los hongos se
sometieron a pulsos oxidantes y se evaluaron diferentes caracteristicas de calidad para
determinar si éstas se modificaban con respecto a los controles (conidios que
permanecieron en condiciones atmosféricas normales (21% de oxigeno)). Ademas, se
midieron las concentraciones de glutation en los diferentes sistemas de estudio, para
determinar si el tratamiento oxidante generaba estrés oxidante en los conidios. En
resumen los resultados indicaron que:

v' Los pulsos con 26% de oxigeno generan condiciones de estrés oxidante en los
conidios libres.

v'El glutation presente en los conidios libres podria funcionar como un mecanismo de
defensa ante el estrés oxidante.

v' Los conidios libres responden al estrés oxidante y modifican sus caracteristicas de
calidad.

v' Larespuesta positiva al estrés depende de la especie y de la dosis del tratamiento.

v' La estrategia propuesta mejor6 de manera simultanea, diferentes caracteristicas de
calidad de los conidios de M. robertsii Xoch8.1 y B. bassiana Tacl.1.

En esta investigacion se presenta evidencia indicando que los conidios libres, a pesar de

la baja actividad metabdlica en su estado de latencia, responden a estimulos ambientales

externos, lo cual se puede aprovechar para modificar de manera positiva su calidad. En

conclusién con la estrategia propuesta:

% La calidad de los conidios libres se modifica por las condiciones de estrés oxidante
que se generan con los pulsos.

% Se puede inducir proteccion cruzada en lo conidios de M. robertsii Xoch8.1 y B.
bassiana Tacl.1, como respuesta al factor de estrés empleado.



1. INTRODUCCION

1.1 Los hongos entomopatégenos como agentes de control biolégico
El creciente uso de bioplaguicidas en la produccion agricola ha permitido la mitigacién de

algunos problemas que surgen por el uso excesivo de los plaguicidas quimicos (Duc et al., 2015,
Miranda-Hernandez et al., 2016), como los dafos a la salud humana (Allen y Levy, 2013, Kamel,
2013), al medio ambiente (Jennings y Li, 2014, Smalling et al., 2013) y el desarrollo de plagas

resistentes (Laiy Su, 2011).

Los hongos forman parte de los microorganismos que de manera natural son capaces de
infectar insectos y causarles la muerte (entomopatdégenos), tal interaccion ocurre desde hace
miles de afos (Glare, 2004; Kalia et al., 2011). Los hongos utilizan a los insectos como fuente de
nutricion de formas diferentes, por biotrofia (nutricién que se deriva sélo de las células vivas, que
cesa una vez que la célula ha muerto), necrotrofia (utilizacion de los tejidos muertos para
alimentarse) y hemibiotrofia (combinacion de ambas, inicialmente biotréfico y después
necrotréfico) (Vega et al., 2009). Una vez que el hongo ha infectado a un insecto, la enfermedad
puede transmitirse a otros individuos a través de estructuras reproductivas conocidas como
conidios que lo ayudan a su diseminacion, estableciéndose un ciclo infectivo que puede generar

una epizootia (Inglis et al., 2001; Wraight et al., 2007; Moreira, 2012).

Por la capacidad de infectar a los insectos, los hongos entomopatégenos (HE) se han
utilizado como agentes de control bioldgico de plagas y sus conidios son la base de los formulados
de varios productos bioplaguicidas. Ademads, son considerados de baja toxicidad para mamiferos,
tienen efecto limitado en insectos no blanco y presentan un amplio espectro de insectos plaga
para atacar (Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez, 2011; Rechcigl y Rechcigl, 1999; Singh et al., 2011).
A pesar de ello, es muy poco probable que cualquier preparacion comercial de un solo HE pueda

ser universal, es decir, que pueda ser utilizado con éxito en todas las condiciones que se producen



en el campo (Lacey y Kaya, 2007). Dentro de los HE mas utilizados a nivel mundial se encuentran
Metarhizum anisopliae (33.9%), Beauveria bassiana (33.9%), Cordyceps fumosorosea (antes Isaria
fumosorosea o Paecilomyces fumosoroseus) (5.8%) y Beauveria brongniartii (4.1%) (de Faria y
Wraight, 2007).
1.2 Ciclo infectivo

Los hongos entomopatdgenos infectan a los insectos hospederos penetrando a través de
la cuticula o por medio de los orificios del cuerpo, han desarrollado multiples mecanismos
especializados para la degradacion enzimatica del tegumento y para la superacion de compuestos
de defensa de los insectos, confiriéndoles una alta capacidad para evitar que el hospedero
desarrolle resistencia (Inglis et al., 2001; Vega et al., 2009). El proceso infectivo (figura 1.1)
consiste en cuatro etapas fundamentales: 1. Adhesion del conidio, germinacién y formaciéon del
apresorio, 2. Penetracion de la cuticula y la epidermis, 3. Propagacion en el hemocele, 4. Una vez
muerto el insecto, germinacién atravesando la cuticula del insecto y nueva esporulacion (Téllez-

Jurado et al., 2009).

’\. Conico
4 ‘.@/{ Aghesion al hospedero
C‘..{f’ 2 1 D

—~ Epicuticula

-1 | Procuticuls

~4~ Epldermis

- Hemocelo

Figura 1.1 Esquema del ciclo infectivo (modificado de Ortiz-Urquiza et al., 2015).



1.2.1 Adhesion del conidio, germinacion y formacion del apresorio
En esta etapa, los conidios se adhieren fuertemente y de forma inespecifica a la cuticula

del insecto. Esta adhesidon estd mediada por proteinas ricas en cisteina, conocidas como
hidrofobinas y que se encuentran distribuidas en la superficie de los conidios. El proceso de
adhesidn ocurre en tres etapas sucesivas: adsorcién de la espora a la superficie mediante el
reconocimiento de receptores especificos de naturaleza glicoproteica en el insecto; la adhesién o
consolidacion de la interfase entre la espora pregerminada y la epicuticula; y finalmente, la
germinacion y desarrollo hasta la formacion del apresorio para comenzar la fase de penetracién
(Boucias et al., 1988; Inglis et al., 2001; Téllez-Jurado et al., 2009; Shan et al., 2010).
1.2.2 Penetracion de la cuticula y la epidermis

La penetracion es posible gracias a la accion combinada de dos mecanismos, uno fisico y
uno quimico; el primero consiste en la presién mecdnica ejercida por una estructura fungica
denominada haustorio, la cual deforma primeramente la capa cuticular rompiendo luego las areas
esclerosadas y membranosas de la cuticula. El mecanismo quimico consiste en la accién
enzimatica, principalmente de actividades hidroliticas tales como lipasas, proteasas y quitinasas,
las cuales degradan el tejido en la zona de penetracién, facilitando la entrada del hongo (Ferron,
1978; Inglis et al., 2001; Téllez-Jurado et al., 2009).
1.2.3 Propagacion en el hemocele y nueva esporulacion

Una vez atravesado el exoesqueleto, comienza la invasién del sistema circulatorio del
insecto (hemolinfa o hemocele), aqui los hongos realizan transicion dimérfica de micelio a
blastosporas, con las que colonizan los diversos organos provocando una septicemia. En esta
etapa, uno de los mecanismos con los que cuenta el hongo para superar los sistemas de defensa
del insecto, es la sintesis de moléculas tdxicas como las destruxinas (inducen paralisis tetanica) y
beauvericinas (la primera producida por M. anisopliae y la segunda por B. bassiana y C.

fumosorosea). También, para evitar el ataque del sistema inmune del insecto, los hongos suelen



prescindir de la formacién de pared celular y se desarrollan como protoplastos, evadiendo su
reconocimiento por los hemocitos circulantes en el hemocele. La micosis induce sintomas
fisiolégicos anormales en el insecto tales como convulsiones, carencia de coordinacién, inanicion,
comportamientos alterados y paralisis. La muerte del insecto sobreviene por una combinacién de
efectos que comprenden el dafio fisico de tejidos, toxicosis, deshidratacion de las células por
pérdida de fluido y desnutriciéon. Las hifas proliferan dentro del insecto y cuando las condiciones
de humedad y temperatura son las adecuadas, emergen nuevamente al exterior del cadaver del
insecto, donde conidian. Bajo condiciones favorables, los nuevos conidios se dispersaran e
infectaran a otros insectos (Ferron, 1978; Inglis et al., 2001; Téllez-Jurado et al., 2009).
1.3 Inconvenientes de los bioplaguicidas

Hay dificultades en la aplicacién de los bioplaguicidas, pues han existido casos en que los
productos que han sido colocados en el mercado se han ubicado como débiles y con poca eficacia
(Jenkins y Grzywacz, 2003). La afectacion en la eficacia de los productos podria deberse a que
cuando se aplican en campo, existen condiciones ambientales adversas para los conidios,
provocando que estos pierdan viabilidad, virulencia o impidan el establecimiento del proceso
infectivo, tales condiciones ambientales adversas podrian incluir altas temperaturas, la radiacion
solar (Inglis et al., 2001; Lacey et al., 2001), la hipersalinidad y los ambientes deficientes de agua
gue causan estrés osmoético (Martinez-Villarreal et al., 2016). Por otra parte, también se enfrentan
a los mecanismos de defensa de los insectos que incluyen respuestas de comportamiento,
aumento de la temperatura corporal, el acicalamiento y la produccidn de especies reactivas de
oxigeno (ERO). Todos estos aspectos, pueden evitar el establecimiento de la infeccién (Inglis et al.,

2001; Miranda-Hernandez et al., 2016; Ortiz -Urquiza et al., 2015; Vega et al., 2009).



1.4 Rasgos deseables y calidad de los conidios de HE
La seleccion de HE candidatos para la produccion comercial debe tomar en cuenta

multiples criterios, implicando que los rasgos deseables de los HE sean considerados de manera
integral. Asi, es deseable tener una produccion de HE eficiente (en cuanto a rendimiento y a
costos), que no exista efecto negativo sobre organismos no blanco y una alta infectividad y
velocidad con la que pueden causar la muerte del insecto objetivo (Posada y Vega, 2005;
Ravensberg, 2011). Sin embargo, existen otros rasgos de calidad a considerar. La calidad de un
agente de control bioldgico se puede definir como la capacidad para funcionar como se pretende
después de la liberacién en el campo (Leppla, 1984). En el caso de los HE, se deben identificar los
factores que afectan este aspecto, como es el caso de las condiciones adversas ambientales. Por
esa razon, los aspectos relacionados con la sensibilidad de los conidios o su resistencia a factores
bidticos y abidticos adversos son tan importantes como la produccidn eficiente y la alta virulencia,
ya que esos rasgos determinan su persistencia en el medio ambiente (Posada y Vega, 2005;
Ravensberg, 2011). Por lo tanto, no es recomendable hacer una seleccion basada solamente en un
solo aspecto. Una alta produccién e infectividad deben ser acompafnadas de buenas caracteristicas
de sobrevivencia en el habitat (Hallsworth y Magan, 1995; Vandenberg et al., 2004), asi como
también es importante la estabilidad genética (Tarocco et al., 2005). Todos estos aspectos tienen

un impacto en la eficacia final de los productos bioplaguicidas.

1.5 Mejoramiento de la calidad de hongos entomopatégenos
Se han propuesto estrategias para generar caracteristicas deseables en los conidios, de tal

manera que se mejore su calidad, es decir, que se mejoren los rasgos que les permitan resistir de
mejor manera las condiciones ambientales adversas y se incremente su potencial como candidatos
para la produccion en masa y su aplicacién en campo. En este sentido, se sabe que las condiciones

fisicas, quimicas y nutricionales impuestas durante el crecimiento de hongos afectan la virulencia,



la termotolerancia y la resistencia a la radiacion UV-B, etc. (Muiiiz-Paredes et al., 2016; Rangel et

al., 2015).

Se puede afectar la fisiologia, el crecimiento y la conidiacidn de un mismo microorganismo
cuando se cultiva en medios distintos o con diferentes sustratos (Kamp y Bidochka, 2002;
Rodriguez-Gomez et al., 2009; Mascarin et al., 2010; Rangel et al., 2015). Ademas, al someter el
micelio a un estrés sub-letal se induce el fendmeno conocido como “proteccién cruzada”, en
donde los conidios generados pueden adquirir resistencia, no sélo contra este factor de estrés,
sino también contra otros tipos de factores de estrés (Miranda-Hernandez et al., 2016, Rangel,

2011).

1.6 Estrés oxidante en las células y glutation como mecanismo de defensa
Las células tienen un sistema (figura 1.2) para mantener un balance o equilibrio oxido-

reduccion (homeostasis redox) entre las moléculas oxidantes y antioxidantes. El estrés oxidante se
genera cuando hay un desequilibrio debido al aumento de oxidantes y por una disminucion de
antioxidantes (Boveris et al., 2008; Salas-Silva et al., 2017).

Como parte de las moléculas oxidantes se encuentran las especies derivadas del oxigeno,
llamadas especies reactivas de oxigeno (ERO), se producen de manera controlada dentro de la
célula, para la funcién primaria de transduccién de sefales tendiente a la regulacion de la
expresion génica, ya que pueden modificar quimicamente los residuos de aminodcidos de
proteinas clave en la sefializacién, induciendo cambios conformacionales que permiten exponer
sitios cataliticos, secuencias de localizacién nuclear o dominios de unién al ADN (Salas-Silva et al.,
2017). Las ERO también son necesarias para mantener funciones fisioldgicas relevantes como la
diferenciacidn, la proliferacion, la sobrevivencia, el metabolismo, etc. (Miranda et al., 2013; Salas-
Silva et al., 2017). Dentro de las ERO, el superdxido (O,¢) es producido por sistemas metabdlicos

como la respiracién y es transformado por la super oxido dismutasa (SOD) a perdxido de
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hidrégeno (H20,). El perdxido puede producir al radical hidroxilo (HOe), que es capaz de oxidar a
los acidos nucleicos, a las proteinas y a los lipidos, generando disfuncién celular, mutaciones y la
muerte. Para controlar el efecto nocivo del radical hidroxilo, en la célula el H,0, es reducido a H,0

por la catalasa y por el glutation (Valko et al., 2016; Salas-Silva et al., 2017).

Respiracion
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Tdxicos ’
QD
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Reparacidn Flhrr:mls .
Diferenciacian 0O Carcinogénesis
Apaptosis 2

Figura 1.2 Sistema para mantener la homeostasis oxido-reduccién en la célula (modificado de Salas-Silva et
al., 2017).

El glutation es un sistema celular no enzimatico que actua para desintoxicar de ERO. Es un
tripéptido soluble compuesto por residuos de los aminoacidos glicina, glutamato y cisteina que
contiene un grupo tiol libre, que le permite la transferencia de electrones a radicales de oxigeno
(Fernandez-Checa y Garcia-Ruiz, 2008; Marschall y Tudzynski 2016; Schafer y Buettner 2001). En el
recuadro de la figura 1.2, se puede observar la reaccidn oxido-reduccidon mediante la cual el H;0;
es reducido a H;0. La forma reducida del glutation (GSH, figura 1.3) es el donador de los
equivalentes reductores de la reaccién y pasa su forma oxidada (GSSG, figura 1.3). La reaccion se

lleva a cabo en presencia de la enzima glutatiéon peroxidasa (GPx) (Cardenas-Rodriguez et al.,
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2008). En los conidios, cuya actividad metabdlica es minima, ya que contiene al menos una
mitocondria y toda la maquinaria necesaria para llevar a cabo la respiracién (Novodvorska et al.,
2016; Stade y Brambl, 1981), el glutation esta presente y es importante en la etapa de latencia de

Neurospora crassa (Fahey et al., 1975).
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Figura 1.3 Glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG).
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2. ANTECEDENTES
Existen diferentes investigaciones en las que con la finalidad de mejorar las caracteristicas

deseables de los hongos entomopatdgenos para el control biolégico, se han empleado pulsos con
atmdsferas enriquecidas de oxigeno (pulsos oxidantes) como un factor de estrés sub-letal. Todas
estas investigaciones han seguido la estrategia de aplicar el factor de estrés en cultivos de no mas
de 72 h. De esa manera, la forma del hongo que prevalece en el medio de cultivo, es la vegetativa
y el efecto positivo se observa en la conidiacién o en los conidios que se generan posteriormente.
Tlecuitl-Beristain et al., (2010) al aplicar pulsos con 26% de oxigeno sobre Metarhizium lepidiotae
incrementaron 100% la produccion de conidios, con respecto a lo producido por los controles
(21% de oxigeno), sin alterar las caracteristicas de calidad evaluadas (germinacién, hidrofobicidad
e infectividad contra Tenebrio molitor). De igual manera, en la investigacion de Garcia-Ortiz et al.,

(2015) con el mismo hongo entomopatdgeno, aplicando pulsos con 30% de oxigeno, la producciéon
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de conidios se incrementd 86%. Ademas, este efecto positivo fue acompafiado por el
mejoramiento de la termotolerancia de los conidios sin alterar otras caracteristicas de calidad
como la viabilidad, hidrofobicidad e infectividad contra Tenebrio molitor. En otra investigacién,
Miranda-Hernandez et al., (2014), estudiaron en la cepa Cordyceps fumosorosea ARSEF3302 y en
la cepa Cordyceps javanica CHE-CNRCB303 (antes conocidas como Isaria fumosorosea ARSEF3302
e Isaria fumosorosea CNRCB, respectivamente), los efectos de los pulsos con 26% de oxigeno
sobre la produccién de conidios y la calidad de éstos. Encontraron que C. fumosorosea incrementé
su produccién casi 5 veces, mientras que C. javanica la disminuyd un 50%, en comparacién con los
controles. En cuanto a las caracteristicas de calidad, en ambas cepas se incremento la infectividad
contra larvas de Galleria mellonella y se mejoraron la tasa de germinacion y la resistencia al estrés
térmico y al estrés osmatico. Por su parte, Garza-Lopez et al.,, (2012), determinaron que en
Beauveria bassiana, las atmdsferas de oxigeno modificadas (16 y 26% de oxigeno) generaron dafio
celular, indicando que el tratamiento produjo estrés oxidante. Ahora se sabe que los pulsos
generan estrés oxidante en el micelio, debido a la generacidon de ERO (Garza-Lépez et al., 2012,

Pérez-Guzman et al., 2016).

Por otra parte, Castillo-Minjarez, (2015), al estudiar el efecto de los pulsos con 26% de
oxigeno sobre cultivos de C. fumosorosea ARSEF3302 y C. javanica CHE-CNRCB303, en este caso
con conidiacién avanzada (es decir, que en el medio de cultivo, los hongos se encontraban
principalmente en forma de conidios), se observé que incrementd la infectividad sobre G.
mellonella, la viabilidad y la termotolerancia. Este hallazgo fue un indicio de que se podrian
mejorar las caracteristicas de calidad de los conidios, si éstos son sometidos directamente a los
pulsos oxidantes. Esto implicaria contar con una nueva estrategia para el mejoramiento de los

hongos entomopatdgenos.
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3. JUSTIFICACION
Ante el interés actual de incrementar la efectividad de los hongos entomopatdgenos

utilizados como alternativa a los plaguicidas quimicos para el control bioldgico, las estrategias para
el mejoramiento de las caracteristicas deseables de los conidios cobran una gran importancia. En
este sentido, las investigaciones indican que el tratamiento del micelio con pulsos oxidantes ha
dado buenos resultados, ya sea como inductores de la conidiacion o como mejoradores de la
calidad. Sin embargo, si se pudiesen incrementar las caracteristicas de calidad de los conidios al
someterlos directamente a los pulsos oxidantes, representaria una estrategia novedosa que podria
implementarse en procesos de produccion de bioplaguicidas, ya que se aplicaria directamente en
los conidios cosechados utilizados en la preparacién de formulaciones de control biolégico,
evitando modificaciones y ajustes de los métodos de generacion de conidios que tiene cada
productor industrial. Ante los indicios de que se puede mejorar la calidad de los conidios con esta
estrategia en el género Cordyceps, se requiere realizar mas investigaciones para estudiar el
fenémeno en otros géneros ampliamente utilizados para el control de plagas, como Metarhizium 'y
Beauveria. Si el fendmeno existe, seria interesante conocer si se debe a que el tratamiento podria
generar condiciones de estrés oxidante en el conidio, tal como ocurre en la aplicacién en el

micelio.
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4. HIPOTESIS

Se puede inducir proteccidn cruzada en los conidios libres al ser tratados directamente con

pulsos con atmdsferas enriquecidas de oxigeno debido a las condiciones de estrés oxidante que se

generan.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar el efecto en la calidad de los conidios libres de los hongos entomopatdgenos al

someterlos a condiciones de estrés oxidantes.

5.2 Objetivos especificos

Conservar las cepas a largo plazo.

Cuantificar el efecto de la aplicacion de pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios,
en los cultivos con estado se conidiacion avanzada, de Metarhizium robertsii Xoch8.1,
Beauveria bassiana Tacl.1, Cordyceps javanica CHE-CNRCB303 y Cordyceps fumosorosea
ARSEF3302.

Cuantificar el efecto de la aplicacion de pulsos oxidantes en la calidad de los conidios libres
de los hongos estudiados.

Comparar el efecto del tratamiento en los conidios en medio de cultivo vs los conidios
libres.

Determinar el efecto que tiene la aplicacion de los pulsos oxidantes sobre las

concentraciones de glutatién en los conidios libres.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La investigacion se dividié en dos partes compuestas de seis experimentos en total:

Propagacidn y conservacion de los hongos
entomopatégenos

Primera parte

Estudio del efecto en la calidad al aplicar pulsos
oxidantes directamente sobre los conidios

Experimento 1
Estudio del efecto de los pulsos
oxidantes sobre los conidios en medio
de cultivo

v

21vs 30 0 26% 02

Experimento 2
Evaluacién del efecto de los pulsos
sobre los conidios libres.

v

Experimento 3
Evaluacidén simultanea del efecto de
los pulsos oxidantes en la calidad de
los conidios libres y en la calidad de

los conidios en medio de cultivo

v

Experimento 4
Determinacion del efecto de los pulsos

Segunda parte

Acercamiento a la explicacion del fenémeno

Experimento 6
Determinacion del efecto de los pulsos
oxidantes en la concentracion de
glutatidn de los conidios libres

Glutatidn total

oxidantes sobre la germinacién de los 21 vs 26% O2

conidios libres

Experimento 5
Determinacion del efecto de los pulsos . ) )
oxidantes sobre la infectividad de los Glutation reducido y oxidado

conidios libres

| I
|
Informe
—/_
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Microorganismos
Para los estudios se utilizaron los hongos Cordyceps fumosorosea ARSEF3302 (Cf), que fue

obtenido de la coleccion de Hongos Entomopatdgenos del Servicio de Investigacion Agricola
(ARSEF) de Ithaca, Nueva York; Cordyceps javanica CHE-CNRCB303 (Cj), obtenida de la coleccion de
hongos entomopatdgenos del Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (CNRCB) de
Colima, México; y Metarhizium robertsii Xoch8.1 (Mr) y Beauveria bassiana Tacl.1 (Bb), aislados
en la Ciudad de México de la delegacidon Xochimilco y Tlahuac, respectivamente (Estefes-Chavez,

2015).

7.2 Propagacion y conservacion de las cepas

7.2.1 Propagacion
Se emplearon dos tipos de medio de cultivo para la propagacion inicial de las cepas.

Primero, se realizé la siembra de las cepas en placas con medio Agar Dextrosa Sabouraud (ADS),
las cajas se incubaron a 27 + 2°C por 10 dias hasta que se presenté un césped abundante de
conidios. Posteriormente, se tomaron conidios de los cultivos en ADS y se resembraron en el
medio de cultivo superficial compuesto de harina de avena (Sol Campestre®, Productos del
Campo, México), 33.3 g/L; peptona de carne (Bioxon, México), 10 g/L; y agar bacterioldgico
(Bioxon, México), 15 g/L (Tlecuitl-Beristain et al., 2010) y que para este trabajo serd nombrado
APA. Una vez que se generaron los conidios (8-9 dias), se obtuvieron las muestras para realizar la

conservacioén de las cepas.

7.2.2 Conservacion de las cepas
Se aplicaron dos métodos para conservar a las cepas: Agua desionizada estéril y

Liofilizacion, como se detalla a continuacion.
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7.2.2.1 Agua desionizada estéril
Se esterilizaron viales de vidrio con 4 mL de agua desionizada, en estos se colocaron 6

trozos de aproximadamente 5 mm? de medio de cultivo ADS esporulado y se almacenaron a 4°C
(Lopez-Lastra et al., 2002). Estos conservados fueron los empleados en el trabajo de rutina para
propagar las cepas de estudio en el medio APA y generar las muestras para los diferentes
experimentos realizados.
7.2.2.2 Liofilizacion

En condiciones de esterilidad, los conidios obtenidos en el medio APA, se cosecharon con
20 mL de Tween 80 al 0.05%, raspando la superficie del cultivo con una espatula estéril. La
suspensidon se mezcld con leche descremada (Svelty®) al 10%, suficiente para obtener una
suspension de conidios con una concentracion de 1 x 108 con/mL. Se agregd 1 mL de suspension a
cada ampolleta y secongelé con nitrégeno liquido. Las ampolletas tapadas con algoddn se
colocaron en una liofilizadora (Scientz 10N®) durante 12 horas a -60°C y 4 Pa. Finalmente, se
retiraron los viales, se sellaron con mechero y se almacenaron a temperatura ambiente (Garcia-
Ortiz, 2012).
7.3 Cuantificacion de conidios

En los experimentos en donde se requirid la cuantificacion se hizo con el siguiente
procedimiento, los conidios se extrajeron del medio de cultivo APA con Tween 80 al 0.05% vy se
contaron en camara de Neubauer (Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, Alemania), mediante un
microscopio éptico (Boeco, Alemania). A partir de los extractos con Tween 80, una vez conocida la
concentracién de conidios, se prepararon las suspensiones requeridas para cada experimento

(Miranda-Hernandez et al., 2014).

7.4 Tratamiento de los conidios con atmdsfera enriquecidas de oxigeno (pulsos oxidantes)
Se probaron dos condiciones atmosféricas utilizando una modificacién de la técnica

descrita por Tlecuitl-Beristain et al., (2010):
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1) Atmdsfera normal o de control (21% de O,). Para cada cepa estudiada, los controles se

2)

realizaron de la siguiente manera: se emplearon botellas serolégicas (120 mL; Distbrand,
Ciudad de México, México) que contenian el material de estudio, se cubrieron con
tapones de algoddn, lo que permitid el intercambio gaseoso libre en la atmésfera normal
ambiental (21% de O3) durante el periodo experimental.

Atmdsfera rica en oxigeno (26% o 30% de O;). Simultdaneamente, las botellas seroldgicas
utilizadas para la atmdsfera rica en oxigeno, conteniendo el material de estudio, se
trataron de la siguiente forma: se les intercambio el tapdn de algodén por uno de goma, o
se coloco desde el inicio el tapdn de goma (dependiendo del experimento realizado), y se
sellaron con Parafilm (American Can Co., Neenah, WI). Estas unidades experimentales (UE)
se sometieron a los pulsos oxidantes (figura 7.1) a través de una aguja insertada en el
tapén de goma y a su vez conectada a un tanque con la mezcla de gas correspondiente, se
dejé fluir el gas en la botella durante 1 minuto (20 cm?3/s). Una segunda aguja insertada a
través del tapén permitié una purga del gas que fluyé durante este periodo, por lo que la
atmdsfera se reemplazé en cada pulso. La mezcla de gases contenia ya sea 26% de O,y

74% de N3, 0 30% de O,y 70% de N, (Fabricados por Praxair México), segun el caso.

Fig. 7.1 Sistema de aplicacién de pulsos oxidantes.
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7.5 Primera parte: Estudio del efecto en la calidad al aplicar pulsos oxidantes directamente
sobre los conidios.

7.5.1 Experimento 1. Estudio del efecto de los pulsos oxidantes sobre los conidios en medio de
cultivo (cultivos con alta abundancia de conidios o con estado de conidiacion avanzada).
Con la finalidad de cuantificar la produccién de conidios maxima (Conmax) Yy el efecto que

tienen los pulsos oxidantes en ésta (A) y en la calidad (B) de los conidios generados por cada cepa,

se disefid este experimento.

7.5.1.1 Propagacion
Se propagd cada cepa en 50 mL de medio APA, contenido en matraces Erlenmeyer de 250

mL, después de 8-9 dias de incubacién a 27 + 2°C, los conidios se extrajeron del medio de cultivo

con Tween 80 al 0.05% vy se prepararon suspensiones (1 x 108 con/mL).

7.5.1.2 Estado de conidiacion de los cultivos
La produccién de conidios (Con) se determind como la cantidad de conidios por

centimetro cuadrado de superficie de agar (con/cm?); tales datos se emplearon para calcular los
indices de conidiacién (/c), que es un pardmetro que describe el estado de conidiacidon de los
sistemas de cultivo, ya que su valor numérico representa la cantidad de veces que se ha
incrementado una cantidad inicial de conidios (inéculo) (Ci). Para el célculo de los Ic, se empled la
ecuacion Ic = C/Ci, donde C es la concentracién de conidios en un tiempo determinado y Ci la
concentracién de conidios del inoculo inicial (Castillo-Minjarez, 2015). Asi, el efecto de los pulsos
oxidantes en la produccién de conidios se determind comparando los /c obtenidos bajo las

diferentes condiciones atmosféricas estudiadas.

7.5.1.3 Generacion de UE con 21% de O,
En condiciones de esterilidad, se tomaron 100 pl (aproximadamente 1 x 107 conidios de las

suspensiones con 1 x 10® con/mL y se inocularon en botellas seroldgicas que

contenian 10 mL del medio de cultivo APA; cada botella se agitd manualmente para distribuir el
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indculo en la superficie del medio, posteriormente se colocaron tapones de algoddn estériles y se
incubaron a 27 + 2°C durante el tiempo requerido (Tlecuitl-Beristain et al., 2010; Miranda-

Hernandez et al., 2014).

7.5.1.4 Pulsos oxidantes
Por lo descrito en los antecedentes (pagina 16), el hongo M. robertsii Xoch8.1 fue

expuesto a pulsos con 30% de O, y el resto de hongos estudiados se sometieron a pulsos oxidantes
con 26% de 0,. Se iniciaron pulsos oxidantes sobre las unidades experimentales (UE) bajo
condiciones atmosféricas normales (21% de O3) en al menos dos horas de cultivo diferentes para
cada cepa (tabla 7.1). En estos tiempos, a las UE correspondientes se les intercambio el tapdn de
algodén por el de goma y después de la aplicacion del pulso se continuaron incubando a 27 + 2°C
durante el tiempo requerido. De manera simultdnea y con UE del mismo lote, se determiné el Icy
se realizaron las pruebas de calidad en los conidios; tanto en las condiciones atmosféricas
normales como en las condiciones enriquecidas con oxigeno (26 o 30% de 0;). Las diferentes
determinaciones se realizaron 24 h posteriores de haber iniciado un sdélo pulso oxidante, con la
finalidad de evaluar el efecto a corto plazo. Por otro lado, también se hicieron las determinaciones
a las 24 h posteriores de haber acumulado cuatro pulsos a razén de 1 pulso/dia (96 h después de
haber aplicado el primer pulso oxidante), con el objetivo de evaluar el efecto de los pulsos a largo

plazo. De este modo, los tiempos de muestreo para evaluar /c y la calidad, fueron los siguientes:
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Tabla 7.1 Tiempos de inicio de los pulsos oxidantes en los cultivos y tiempos para realizar las

determinaciones de Ic y calidad.

Tiempo de inicio del Tiempo de evaluacion a | Tiempo de evaluacion a
pulso (h) corto plazo (h)* largo plazo (h)**

120 144 216

M. robertsii Xoch8.1
144 168 240
120 144 216
144 168 240

B. bassiana Tacl.1

240 264 336
312 336 408
C. javanica CHE- 144 168 240
CNRCB303 240 264 336
C. fumosorosea 144 168 240
ARSEF3302 240 264 336

*Evaluacion a corto plazo: 24 h posteriores de haber aplicado un sélo pulso. **Evaluacion a largo plazo: 24 h
posteriores de haber aplicado cuatro pulsos a razén de 1 pulso/dia (96 h totales de cultivo).

NOTA 1: En la seccidn de resultados de este experimento se explica por qué se tienen tiempos

diferentes de inicio de pulsos para las diferentes cepas.

Cada punto de muestreo se evalud por triplicado y se empled un control negativo (UE sin
indculo) para cada condicidn de cultivo. Se hicieron graficas de tiempo vs Ic para comparar la
produccién de conidios bajo las condiciones atmosféricas estudiadas. También, se realizaron
graficas de tiempo vs viabilidad para comparar la calidad obtenida en las diferentes condiciones de

estudio (Castillo-Minjarez, 2015).
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7.5.1.5 Pruebas de calidad
Para determinar el efecto de los pulsos oxidantes en la calidad de los conidios, se

realizaron las pruebas siguientes:

7.5.1.5.1 Viabilidad (V)
Se prepararon suspensiones 1 x 10* con/mL de cada cepa y de cada condicidon de estudio,

se tomaron 30 pL (300 conidios aproximadamente) y se inocularon en placas de Petri con ADS, a
27+ 2°C por 60 h y se realizd el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) presentes.
Se determind el porcentaje de viabilidad teniendo como base que 300 conidios corresponden al

100% de viabilidad (Miranda-Hernandez et al., 2014).

7.5.1.5.2 Resistencia al estrés osmotico (Vo)

Se evalué la viabilidad de los conidios de las diferentes condiciones atmosféricas y de las
distintas especies, como ya se ha descrito anteriormente, en este caso se inocularon los 30 puL de
las suspensiones 1 x 10* con/mL en placas de Petri con ADS adicionado con NaCl 0.5 M (Miranda-
Hernandez et al., 2014). La concentracion de sal dio una actividad de agua (aw) de 0.98, que se

midié utilizando un dispositivo de actividad de agua AQUALAB CX-2 (Decagon Devices, Pullman,

WA). Los resultados de la medicidn de ay se presentan en el nimero 13.3 de la seccion de anexos.

7.5.1.5.3 Termotolerancia (V)
Las mismas suspensiones (1 x 10* con/mL) empleadas para la viabilidad se colocaron a

40°C durante 1 h en un termomezclador (Eppendorf, Alemania). Transcurrido el tiempo, se
determind la viabilidad de los conidios como se explicd anteriormente (Miranda-Hernandez et al.,

2014).

7.5.2 Experimento 2. Evaluacion del efecto de los pulsos sobre los conidios libres.
Este experimento se realizd con la finalidad de observar el efecto en la calidad al aplicar los

pulsos oxidantes directamente a los conidios de cada cepa, previamente separados del medio de

cultivo (conidios libres).
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7.5.2.1 Obtencion de conidios libres
Los hongos se cultivaron a 27 + 2 °C en placas de Petri como se describe por Tlecuitl-

Beristain et al., (2010) en medio APA. Para cada cepa se utilizaron placas de Petri suficientes para
generar los lotes de conidios necesarios para tener tres réplicas experimentales independientes.
Después de 8-9 dias, los conidios se cosecharon, sin secar, de cada placa de Petri raspando
suavemente la superficie del medio con una espatula de metal estéril. Para estandarizar la
cantidad, se midi6 un volumen de 0.5 mL con los conidios recién cosechados en un tubo
Eppendorf y se transfirieron a botellas seroldgicas. Las UE correspondientes fueron tapadas con
tapones de algoddn, mientras que las UE que se sometieron a pulsos oxidantes se taparon con

tapones de goma y se sellaron con papel Parafilm.

7.5.2.2 Pulsos con 26 y 30% O; en conidios libres
Una vez que se colocaron los conidios en las botellas serolédgicas y se taparon con tapones

de goma, se aplicaron los pulsos con las atmdsferas enriquecidas de oxigeno, como se describid
anteriormente (pag. 3), en este caso, teniendo el cuidado de dirigir la aguja de entrada del gas
hacia las paredes de la botella, para evitar que los conidios se levanten y se salgan por la aguja de

salida. Las UE se mantuvieron a temperatura ambiente durante el tiempo de experimentacion.

7.5.2.3 Efecto de los pulsos oxidantes sobre los conidios libres
Se hicieron las pruebas de calidad en los conidios (descritas en el experimento 1) 24 h

después de haber iniciado el pulso oxidante, para evaluar el efecto a corto plazo y después de
aplicar un pulso por dia, durante cuatro dias (96 h después de haber aplicado el primer pulso),
para evaluar el efecto a largo plazo. Asi, las pruebas de calidad, se realizaron de forma simultanea
en ambas condiciones atmosféricas de estudio. Se realizaron graficas de tiempo vs viabilidad para

comparar la calidad obtenida en las diferentes condiciones de estudio (Castillo-Minjarez, 2015).
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7.5.3 Experimento 3. Evaluacion simultanea del efecto de los pulsos oxidantes en la calidad de
los conidios libres y los conidios en medio de cultivo.
Este experimento se realizd con la finalidad de determinar si el efecto de los pulsos

oxidantes era mayor cuando los conidios se encuentran en medio de cultivo o cuando estan libres.
Para ello, se hizo un lote de botellas serolégicas que contenia 10 mL de medio APA, las cuales se
inocularon con 100 pl de una suspensidn 1 x 108 con/mL y se incubaron aproximadamente a 27+
2°C. Una vez que se tuvieron 7 dias de incubacion, se tomaron UE para intercambiar el tapdén de
algoddén por el tapdn de plastico e iniciar el pulso. Simultdneamente, se tomaron UE (cajas de
Petri, ver experimento 2) para raspar los conidios y colocarlos en botellas seroldgicas sin medio de
cultivo, algunas se mantuvieron con tapon de algoddn y otras con tapdn de plastico para aplicar
pulsos con 26% de O, en todos los hongos. En otro experimento no reportado aqui, se pudo
observar que no hubo diferencia entre aplicar pulsos con 26 0 30% de O, sobre los conidios de M.
robertsii, asi que por practicidad, se homogenizd el tratamiento oxidante con pulsos con 26% de
0.. En todos los casos se hizo la evaluacién de las caracteristicas de calidad ya descritas, a las 24 h
posteriores de haber iniciado el pulso oxidante y a las 96 h posteriores (acumulacion de cuatro

pulsos). Las evaluaciones de /c se hicieron al mismo tiempo que las evaluaciones de calidad.

7.5.4 Experimento 4. Determinacion del efecto de los pulsos oxidantes sobre la germinacion de
los conidios libres.
Se realizé este experimento con la finalidad de complementar las pruebas de viabilidad

medidas en términos de UFC, ahora en términos de germinacion. Es decir, las variaciones en la
calidad de los conidios se determinaron por los cambios en la germinacion (G), la resistencia al
estrés osmoético (Go) y la resistencia al estrés térmico (Gt), basdandose en métodos publicados
anteriormente (Garcia-Ortiz et al., 2015; Miranda-Hernandez et al., 2014; Muifiz-Paredes et al.,

2016; Tlecuitl-Beristain, et al., 2010). Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado.
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7.5.4.1 Germinacion (G)
Se prepararon suspensiones 1 x 10° conidios / mL utilizando Tween 80 al 0.05% para

diluir y luego se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL. A continuacién, 30 ul de estas
suspensiones (de cada cepa y de cada tratamiento atmosférico) se inocularon en placas de agar
con agua al 1.5% (Bioxon, México). Cada suspension provino de una botella serolégica (muestras
experimentales independientes), por lo que la prueba se realizd por triplicado. Las placas se
incubaron a 27 + 2°C durante 14 h. Posteriormente, se cortaron secciones de agar del medio y se
contaron 100 conidios en el microscopio. Se consideré que un conidio germinaba cuando la
longitud del tubo germinal era al menos del tamafio del didmetro del conidio (lbrahim y Jenkinson,

2002). Los resultados se expresaron como porcentaje de germinacion.

7.5.4.2 Resistencia al estrés osmoatico (Go)
La prueba se realizé como se describié en el parrafo anterior. Pero en este caso, las

placas de Petri con 1.5% de agar fueron adicionadas con NaCl 0.5 M (Meyer, México). Los
resultados se expresaron como porcentaje de germinacién. La concentracidon de sal dio una
actividad de agua (aw) de 0.96, que se midié utilizando un dispositivo de actividad de agua
AQUALAB CX-2 (Decagon Devices, Pullman, WA). Los resultados de la medicidn de ay, se presentan

en el numero 13.3 de la seccién de anexos.

7.5.4.3 Resistencia al estrés térmico (Gr)
Las suspensiones utilizadas para la determinacién de la germinacién G (1 x 108 conidios /

mL), se sometieron a 40°C durante 1 h en un termomezclador (Eppendorf, Alemania).
Posteriormente, la germinacién se evalué como se describid anteriormente. Los resultados

también se expresaron como porcentaje de germinacion.
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7.5.5 Experimento 5. Determinacion del efecto de los pulsos oxidantes sobre la infectividad de
los conidios libres.
Para cada cepa se realizaron bioensayos 24 h después de haber iniciado el pulso

oxidante, para evaluar el efecto a corto plazo y 96 h después de haber aplicado el primer pulso,
para evaluar el efecto a largo plazo (acumulacién de cuatro pulsos). Ademas, se realizaron de

forma simultanea en ambas condiciones atmosféricas de estudio.

7.5.5.1 Bioensayo de infectividad
La infectividad de los conidios de ambas cepas de Cordyceps y de B. bassiana, obtenidos

en las diferentes condiciones, se evalué usando como insecto modelo larvas de Galleria
mellonella; para el caso de M. robertsii, se empled Tenebrio molitor como insecto modelo.
Después de cosechar los conidios con 0.05% de Tween 80 (Amresco), 20 mL de las suspensiones de
las diferentes condiciones de cultivo se estandarizaron a una concentracién de 2 x 10’ con/mL. Las
larvas se sumergieron durante 5 s en estas suspensiones. Como control negativo se utilizé una
solucién de 0.05% de Tween 80 sin conidios. Las unidades experimentales (UE) fueron placas de
Petri (90 x 15 mm) que contenian diez larvas de los insectos modelo (figura 7.2); se hicieron 3

repeticiones por tratamiento y 3 cajas con 10 larvas también para el control negativo.

Después de la inmersidon en cada suspensidon y en la solucién de Tween 80, las UE se
incubaron a 27 + 2°C sin alimento para las larvas. El bioensayo durd 14-15 dias, se hizo el registro
diario de la mortalidad. Las larvas muertas fueron separadas de las unidades experimentales y se
colocaron en cadmaras humedas para estimular la formacién de conidios, ademas para corroborar

que la muerte fue causada por el hongo (Miranda-Hernandez et al., 2014).
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Tenebrio molitor Galleria mellonella
Figura 7.2 Insectos modelo usados para bioensayos.

Los datos experimentales se ajustaron al modelo reportado por Rodriguez-Gémez et al.,

20009:

Y = (100 - S) ekt 4+ 5

Donde Y es el porcentaje de supervivencia en el tiempo t (dias), k es la tasa de mortalidad

especifica (dia?), to es el tiempo de la primera muerte (dias) y S es la supervivencia final (%).

A partir de la ecuacién, se determind el tiempo en el que se logré la muerte del 50% de la

poblacién, TLse.

7.6 Segunda parte: Acercamiento a la explicacion del fenémeno.

7.6.1 Experimento 6. Determinacion del efecto de los pulsos oxidantes sobre los niveles del
glutation en los conidios libres.

7.6.1.1 Evaluacion de los niveles de glutation total
Se tomaron muestras de los conidios para analizar a las 24 y 96 h después de que

comenzaran los pulsos; las muestras de 24 h se expusieron a un sélo pulso y las de 96 h se
sometieron a cuatro pulsos. Se tomaron cuatro botellas por especie de hongos de cada
tratamiento experimental. Se agregaron 20 mL de solucién salina tamponada con fosfato frio (pH
7.0, 100 mM) (PBS) a cada botella y se agitaron durante 10 minutos usando un agitador

magnético. Las suspensiones resultantes de cada tratamiento se utilizaron para determinar los
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niveles de glutatién en los conidios utilizando un kit de ensayo de glutatién (Sigma Aldrich®).

Previamente, los conidios se sometieron a lisis mecdnica como se describe a continuacién.

7.6.1.1.1 Lisis de conidios
Se hizo la ruptura de los conidios mediante lisis mecdnica como describen Nandakumar y

Marten (2002), con algunas modificaciones. Primero, se pipeted 1 mL de las suspensiones madre
de conidios con PBS en tubos Eppendorf de 1.5 mL previamente pesados. Los tubos se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes se eliminaron, los tubos mas
los conidios se pesaron, y se calculdé el peso de los conidios en cada tubo. Estos valores se
utilizaron para calcular la concentracién final de glutation en las muestras (UM/g). A continuacion,
se afiadieron a cada tubo 100 uL de solucién de acido 5-sulfosalicilico al 5% y los sedimentos se
resuspendieron mediante agitacién con voértex. Las suspensiones resultantes se transfirieron a
tubos Eppendorf de 2 mL que contenian 50 mg de perlas de vidrio. Las mezclas se agitaron en un
Mini-BeadBeater (BioSpec, EE. UU.) a velocidad maxima, durante 20 minutos (ciclos repetidos de
30 s, seguidos de 30 s de enfriamiento en hielo). Una vez que se completaron los ciclos de ruptura,
se completaron las determinaciones correspondientes de acuerdo con las instrucciones del

fabricante, provistas con el kit, como se menciona a continuacion.

7.6.1.1.2 Kit de ensayo del glutation
El kit permite medir el nivel de glutatién total en las muestras. La medicidén se basa en

un ensayo cinético en el que el glutatidon reducido (GSH) cataliza una reduccion continua de 5,5'-
ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) a 4cido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB). El glutatidn disulfuro
(GSSG) formado se recicla mediante la enzima glutatidon reductasa en presencia de NADPH. El
GSSG basal presente también reaccionara para dar un valor positivo en esta reaccidn. El producto

amarillo, acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) se cuantificd espectrofotométricamente a 412 nm.
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7.6.1.2 Evaluacion del nivel de glutation oxidado y reducido

Los conidios provenientes de cada condicion y de cada cepa de estudio fueron sometidos a

una lisis mecdnica como se describe a continuacion, previo a las determinaciones de glutation.

7.6.1.2.1 Lisis de los conidios
Se probaron dos métodos diferentes para la ruptura de los conidios:

a)

Se realizd mediante lisis mecdnica con el método descrito anteriormente (Nandakumar y
Marten, 2002) con algunas modificaciones. En lugar de adicionar la solucion de acido 5-
sulfosalicilico al 5%, se afiadieron 200 pl de acido metafosférico al 5% (J.T. Baker) y 800 pl
de Buffer PBS frio en los tubos con los paquetes celulares y se homogeneizaron en vértex.
Los homogeneizados se transfirieron a tubos Eppendorf de 2 mL que contenian 100 mg de
perlas de vidrio. Las mezclas se agitaron en el disruptor celular (Mini-BeadBeater) a
velocidad maxima, durante 20 minutos (ciclos repetidos de 30 segundos, seguidos por 30
segundos de enfriamiento en hielo). Después de completar los ciclos de ruptura, las
determinaciones correspondientes se completaron como se indica a continuacién.

0.5 mL de conidios de cada cepa y condicidn de estudio se congelan con N; liquido y se
trituran en un mortero hasta obtener un polvo fino; el cual se mezclé con 1 mL de PBS y se

continud el procedimiento como se describe a continuacion

7.6.1.3 Medicion de glutation reducido y oxidado

Las muestras fueron centrifugadas a 12,500 rpm por 10 min a 4°C, y 500 ul del

sobrenadante se mezclaron con 500 pl de cloroformo, mezclando por inversién. La mezcla se

centrifugd 5 min a 12,500 rpm a 4°C, se filtré el sobrenadante en membrana (0.22 um) y 100 pl de

éste se tomaron para analizar en HPLC. El andlisis de glutation reducido (GSH) y glutatidén oxidado

(GSSG) se realizé empleando una columna Synergi 4 mm Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm) de

Phenomenex Inc, empleando una fase mévil con una relacidn 1:99 de acetonitrilo: KH,PO,, este
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ultimo a una concentracidon de 20 mM y pH 2.7. Tanto GSH y GSSG se analizaron a 210 nm con un
detector de Arreglo de Diodos (Waters 996) (Water Corporation, Milford, MA, USA). Los

estandares GSH (C10H17N306S) y GSSG (C 20H32N601,S;) se obtuvieron de Sigma Aldrich®.

7.7 Analisis estadistico
Se utilizd una prueba t de Student (a = 0.05) para comparar los datos de las medias en

las pruebas de calidad de los conidios y las medidas de la evaluacién de los niveles de glutatidn. El
programa estadistico utilizado fue la herramienta de analisis de datos de Excel (2010). Para
nuestro objetivo, la prueba t fue considerada aplicable (Zivin y Bartko, 1976), ya que para ver el
efecto de los pulsos, sélo se compararon las medias de las dos condiciones atmosféricas

estudiadas, en cada tiempo de muestreo y para cada cepa (21 vs 26% o0 30% de O,).

8. RESULTADOS

8.1 Primera parte: Corroboracion del efecto positivo en la calidad al aplicar pulsos oxidantes
directamente sobre los conidios.

8.1.1 Experimento 1. Estudio del efecto de los pulsos oxidantes sobre los conidios en medio de
cultivo (cultivos con alta abundancia de conidios o con estado de conidiacion avanzada).
En esta seccidn de resultados, por una parte se presentan aquellos correspondientes a la

determinacion de los maximos estados de conidiacion o produccién de conidios maxima (Conmax),
representados a través del indice de conidiacidn (/c) en los sistemas de cultivo bajo condiciones
atmosféricas normales (21% de O;); se muestra que los pulsos oxidantes se iniciaron en ese punto
(Conmax) 0 al menos 24 h antes y que el valor de Ic fue mayor a 100 (como fue establecido en la
seccion de materiales y métodos). Por otra parte, se muestran tanto los efectos que tuvieron los
pulsos sobre el estado de conidiacién de los cultivos, asi como los efectos sobre la calidad de los
conidios mediante la determinaciéon de caracteristicas de calidad: viabilidad (V), resistencia al

estrés osmatico (Vo) y termotolerancia (Vr).
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NOTA 1. Se midié la produccion de conidios (con/cm?) en los tiempos determinados de cada
ensayo Y los datos se transformaron a /c mediante la ecuacidn correspondiente. En la seccién de
anexos (tablas 13.2 a 13.6), se presentan los valores de produccion de conidios y su conversién a
Ic.

A. Determinacion de la produccion mdxima de conidios y estudio del efecto de los pulsos
oxidantes sobre la produccion de conidios.

En el caso de M. robertsii Xoch8.1 (figura 8.1), bajo las condiciones atmosféricas normales
(21% de 03), la Conmax Se presenté entre las 144 y las 216 h de cultivo. El pulso que se aplicé a las
120 h de cultivo, correspondié con las 24 h anteriores a la Conmax y @ un /c de 131.7 (/c > 100). En
cuanto al efecto de los pulsos oxidantes (30% de 0) sobre la producciéon de conidios o
conidiacién, se observo que cuando el pulso se inicié a las 120 h, en la evaluacién a corto plazo (24
h horas después de aplicar un sdlo pulso (144 h)) se tuvo un efecto negativo, pues el control tuvo
un Ic de 276.2 y con el pulso decrecié a 93.7. En la evaluacién de la respuesta de los conidios a
largo plazo, es decir, en donde se acumularon cuatro pulsos (un pulso por dia durante cuatro dias
= 96 h), al momento de la evaluacién (120 + 96= 216 h de cultivo) no se encontrd diferencia
estadistica significativa (P > 0.05) en el estado de conidiacién. De manera diferente, cuando el
pulso se inicié a las 144 h, los resultados de la respuesta a corto plazo (168 h) no muestran
diferencia estadistica significativa (P > 0.05) en la conidiacién con respecto al control, mientras que
en la evaluacion de la respuesta a largo plazo (240 h), se encontrd que el tratamiento favorecié la

conidiacién, ya que con los pulsos el Ic fue de 165.1 y el Ic del control fue de 79.4.
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Figura 8.1 Estado de conidiaciéon (/c) del cultivo de Metarhizium robertsii Xoch8.1 bajo condiciones
atmosféricas normales (21% de O2) y bajo las condiciones oxidantes (pulsos con 30% de O2). *Diferencia
estadistica significativa (P <0.05).

En cuanto a B. bassiana Tacl.1, en un primer ensayo se monitored la conidiacion y se
aplicaron los pulsos iniciales a las 120 y 144 h, como se realizdé con M. robertsii. En la figura 8.2A se
muestra que en este tiempo de monitoreo de la produccién de conidios o conidiacion, no se pudo
encontrar la Conmax, por lo que se hizo un nuevo ensayo (figura 8.2B) en el que se aumento el
tiempo de monitoreo de la conidiacidn y se eligieron dos nuevos tiempos para iniciar los pulsos
oxidantes (240 y 312 h). En cuanto al efecto de los pulsos oxidantes (26% de O,), la figura 8.2A
muestra que cuando el pulso se inicié a las 120 h, en la evaluacién a corto plazo (144 h) se afectd
la conidiacidn (el Ic decrecid de 552 a 280); por el contrario, en la evaluacién de la respuesta largo
plazo (216 h), no se encontré diferencia estadistica significativa (P > 0.05) en el estado de
conidiacién. También se observd que cuando los pulsos oxidantes se iniciaron a las 144 h, tanto en
la respuesta a corto plazo (168 h) como en la respuesta a largo plazo (240 h), se afectd la

conidiacién. Ademas, bajo las condiciones atmosféricas normales (21%) ya fue posible observar la
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Conmax (se presentd entre las 264 y las 336 h de cultivo), que uno de los pulsos oxidantes se inicid
justo 24 h antes (240 h) y que el /c fue de 280 (/c > 100) (Figura 8.2 B). Cuando los pulsos iniciaron
a las 240y 312 h de cultivo, tanto en la respuesta a corto plazo (264 y 336 h) como en la de largo
plazo (336 y 408 h), no se encontraron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05) en el estado

de conidiacion.
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Figura 8.2 Estado de conidiacion (/c) del cultivo de Beauveria bassiana Tacl.1 bajo condiciones atmosféricas
normales (21% de O2) y bajo las condiciones oxidantes (pulsos con 26% de O2). A: Primer ensayo. Monitoreo
de conidiacion de 120 a 240 h. B: Segundo ensayo. Monitoreo de conidiacion de 240 a 408 h. *Diferencia
estadistica significativa (P <0.05).
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NOTA 2. Tomando en cuenta que con B. bassiana se tuvo que aumentar el tiempo de monitoreo
para encontrar Conmax, para el caso de ambas cepas de Cordyceps se decidié aumentar el tiempo
de monitoreo de la conidiacién y también modificar los tiempos de aplicaciéon de los pulsos
iniciales. Es decir, las 120 y 144 h de cultivo para iniciar los pulsos fueron intercambiadas por 144y
240 h de cultivo.

En el caso de C. javanica CHE-CNRCB303 (figura 8.3) bajo las condiciones atmosféricas
normales (21% 0;), la Conmax Se presentd a las 168 h de cultivo; ademads, uno de los pulsos
oxidantes (26% O;) se inicid justo 24 h antes de este punto (144 h de cultivo), cuando el Ic fue de
319.4 (Ic > 100). Por otra parte, se observé que los pulsos oxidantes no afectaron la conidiacion,
pues cuando se inici6 el pulso a las 144 h, en la evaluacién a corto plazo (168 h), no se encontraron
diferencias estadisticas significativas (P > 0.05) en el estado de conidiacién de ambas condiciones
atmosféricas de estudio (21% vs 26% de O3), el mismo resultado se observd en la evaluacion al
largo plazo (240 h). Por otro lado, cuando se inicid el pulso a las 240 h, tanto en la evaluacién a
corto plazo (264 h), como en la evaluacién a largo plazo (336 h), tampoco se encontraron

diferencias estadisticas significativas (P > 0. 05).
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Figura 8.3 Estado de conidiacién (/c) del cultivo de Cordyceps javanica CHE-CNRCB303 bajo condiciones

atmosféricas normales (21% de O2) y bajo las condiciones oxidantes (pulsos con 26% de 02). *Diferencia
estadistica significativa (P <0.05).

En cuanto a C. fumosorosea ARSEF3302 (figura 8.4) se observd que la Conmax fue a las 240

h de cultivo, que uno de los pulsos oxidantes se aplicd justo en ese mismo tiempo, cuando el Ic fue

de 188.9 (/c > 100). En cuanto al efecto de los pulsos oxidantes (26% O3), no importando cuando se

iniciara el pulso oxidante (144 o 240 h de cultivo), el tratamiento afecté negativamente a la

conidiacién en las evaluaciones a corto plazo (168 y 264 h), sin diferencias significativas (P > 0.05)

en el estado de conidiacién en las evaluaciones a largo plazo (240 y 336 h).
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Figura 8.4. Estado de conidiacion (/c) del cultivo de Cordyceps fumosorosea ARSEF3302 bajo condiciones
atmosféricas normales (21% de O2) y bajo las condiciones oxidantes (pulsos con 26% de 02). *Diferencia
estadistica significativa (P <0.05).

B. Estudio del efecto de los pulsos oxidantes sobre las caracteristicas de calidad de los conidios.

En todos los casos, los pulsos oxidantes se aplicaron cuando los /c fueron mayores de 100y
fue sobre estos mismos sistemas de cultivo en donde se realizaron los estudios de calidad, cuyos
resultados se presentan a continuacidn. En las figuras 8.5 a 8.8 se observa el efecto que tuvieron
los pulsos oxidantes sobre las caracteristicas de calidad (V, Vo y V1), por un lado, en la respuesta a
las 24 h posteriores de haber aplicado un sélo pulso (respuesta a corto plazo) y por otro lado, a las
24 h posteriores de haber aplicado cuatro pulsos (un pulso por dia), es decir, 96 h posteriores de
haber iniciado el primer pulso (respuesta a largo plazo).

En la figura 8.5 se muestra que en el caso de M. robertsii Xoch8.1, el pulso oxidante (30%
de 0;) en la respuesta a corto plazo (144 h) no tuvo efecto significativo (P > 0.05) sobre la
viabilidad (V). Sin embargo, si se mejord la resistencia al estrés osmotico (Vo), pues de un 51.3% de
viabilidad que tuvo el control en el medio con NaCl 0.5 M, con el tratamiento incrementé a 72.4%.
La termotolerancia (Vr) también se mejord, ya que después de someter los conidios provenientes
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de ambas condiciones atmosféricas a 40°C durante 1 h, la viabilidad del control (21% de O,) fue de
63.0%, mientras que la viabilidad de los conidios sometidos al tratamiento oxidante (30% de O5)
fue de 77.3%. De forma diferente, en la evaluacién a largo plazo (216 h), se observé que el
tratamiento no afecté significativamente la viabilidad (V) ni la resistencia al estrés osmético (Vo) (P
> 0.05). Sin embargo, en la termotolerancia (V1) se observd un efecto negativo, pues de una

viabilidad de 99.9% que presentd el control, con el tratamiento oxidante fue de sélo 68.3%.

Vizbilidad (5} Viabilidad (%} v Viabilidad (%} v, 999
100 - ° 100 - T
100 :
o0 H a0 +
a0
80 - 80 7 80
. 70
70 4 70
50 - 60 7 607 @21%
50 4 50 o 50 o
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30 30 - 30
20 20 - 20
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Figura 8.5 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios de Metarhizium robertsii Xoch8.1. El
inicio de los pulsos fue a las 120 h. La respuesta a corto plazo corresponde a las 144 h y la respuesta a largo
plazo corresponde a las 216 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmdtico, V1= Termotolerancia. 21%=
Atmdésfera control (21% de 02), 30%= Pulso oxidante (30% de 0O:) *Diferencia estadistica significativa (P
<0.05).

En la figura 8.6, a diferencia de lo que se pudo observar con M. robertsii Xoch8.1, con B.
bassiana Tacl.1l se encontré que cuando se aplicaron los pulsos oxidantes hay una tendencia a
mejorar las caracteristicas de calidad, ya que tanto en las evaluaciones a corto plazo (264 h), como

en las de largo plazo (336 h), se mejoraron cada una de las caracteristicas de calidad medidas (V,

Vo Yy VT).
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Figura 8.6 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios de Beauveria bassiana Tacl.1. El
inicio de los pulsos fue a las 240 h. La respuesta a corto plazo corresponde a las 264 h y la respuesta a largo
plazo corresponde a las 336 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmdtico, V= Termotolerancia. 21%=
Atmoésfera control (21% de 0:), 26%= Pulso oxidante (26% de O:) *Diferencia estadistica significativa (P
<0.05).

En el caso de ambas cepas de Cordyceps se logrd observar una tendencia al mejoramiento
de las caracteristicas de calidad de los conidios debido a la aplicacién de los pulsos oxidantes o por
lo menos, el tratamiento no afectd la calidad. Como se observa en la figura 8.7, en el caso de C.
javanica CHE-CNRCB303, tanto en la evaluacion a corto plazo como en la evaluacidn a largo plazo
(168 y 240 h, respectivamente), hubo un incremento en la termotolerancia (V1). Ademds, con un
sélo pulso se mejord la viabilidad (V), ya que fue de 62.4% para el control (21% de O,) y de 86.1%
para el caso del tratamiento oxidante (26% de O3); en contraste, en la evaluacion a largo plazo, la
viabilidad (V) no se afectd. En el caso de la resistencia al estrés osmatico (Vo), en la respuesta a
corto plazo (168 h) no hubo diferencia estadistica significativa (P > 0.05) entre ambas condiciones
atmosféricas (21% vs 26% de 03). Sin embargo, en la evaluacién a largo plazo se mejord esta
caracteristica de calidad, pues mientras que el control tuvo un 38.7% de viabilidad, con el

tratamiento se tuvo 52.8%.
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Figura 8.7 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios de Cordyceps javanica CHE-

CNRCB303. El inicio de los pulsos fue a las 144 h. La respuesta a corto plazo corresponde a las 168 h y la

respuesta a largo plazo corresponde a las 240 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmético, Vr=

Termotolerancia. 21%= Atmodsfera control (21% de 02), 26%= Pulso oxidante (26% de 02)

estadistica significativa (P <0.05).

*Diferencia

En la figura 8.8 se observa que en el caso de C. fumosorosea ARSEF3302, con la excepcion

de que en la evaluacion a largo plazo (336 h) de la termotolerancia (V1) no hubo diferencia

estadistica significativa (P > 0.05) entre el control y el tratamiento, en el resto de las evaluaciones

las caracteristicas de calidad mostraron una mejoria.
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Figura 8.8 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios de Cordyceps fumosorosea

ARSEF3302. El inicio de los pulsos fue a las 240 h. La respuesta a corto plazo corresponde a las 264 h y la
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respuesta a largo plazo corresponde a las 336 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmético, Vr=
Termotolerancia. 21%= Atmédsfera control (21% de 02), 26%= Pulso oxidante (26% de 0:) *Diferencia
estadistica significativa (P <0.05).

8.1.2 Experimento 2. Evaluacion del efecto de los pulsos sobre los conidios libres.
Con la finalidad de determinar si los efectos positivos sobre las caracteristicas de calidad

de los conidios observados en el experimento 1 eran reproducibles al aplicar directamente los
pulsos sobre conidios cosechados del medio de cultivo (conidios libres), se realizé este nuevo
experimento y los resultados se presentan a continuacion.

En la figura 8.9, se presentan los resultados de la evaluacién de la calidad de los conidios
de M. robertsii Xoch8.1 provenientes de la propagacién en el medio de harina de avena (APA). Se
observd que en la respuesta a corto plazo (24 h), se mejoraron las tres caracteristicas de calidad
evaluadas (V, Vo y V1) en los conidios sometidos a la atmdsfera oxidante (30% de O,), en
comparacién con los conidios control (21% de O;). En la evaluacién a largo plazo no hubo
diferencia significativa (P > 0.05) entre la calidad de los conidios obtenidos en ambas atmdsferas

(21% vs 30% de O,).
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Figura 8.9 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios libres de Metarhizium robertsii

Xoch8.1 generados en medio APA. La respuesta a corto plazo corresponde a las 24 h y la respuesta a largo

plazo corresponde a las 96 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmatico, Vr= Termotolerancia. 21%=

Atmosfera control (21% de 02), 30%= Pulso oxidante (30% de O3)
<0.05).

*Diferencia estadistica significativa (P

En la figura 8.10 se muestra que para Beauveria bassiana Tacl.1, el tratamiento (26% de

03) no afectd ninguna de las caracteristicas de calidad evaluadas (V, Vo y V7). Por el contrario, se

incrementd la termotolerancia (Vr) al aplicar un sélo pulso oxidante, pues de una viabilidad del

18% que presentd el control, se incremento a 48.4%.
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Figura 8.10 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios libres de Beauveria bassiana
Tacl.1 generados en medio APA. La respuesta a corto plazo corresponde a las 24 h y la respuesta a largo
plazo corresponde a las 96 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmotico, Vr= Termotolerancia. 21%=
Atmoésfera control (21% de 03), 26%= Pulso oxidante (26% de 0:) *Diferencia estadistica significativa (P
<0.05).

En el caso de Cordyceps javanica CHE-CNRCB303 en la figura 8.11, ni en la respuesta a
corto plazo (24 h), ni en la respuesta largo plazo (96 h), el tratamiento oxidante (26% de O,) afectd
significativamente la resistencia al estrés osmoético (Vo), entre el control y el tratamiento (21% vs
26% de 0z). En la misma forma, en la evaluacién a largo plazo de la viabilidad (V), tampoco hubo
afectacién por el tratamiento. Sin embargo, la respuesta a corto plazo de esta caracteristica de

calidad si se afectd, pues de aproximadamente el 100% de viabilidad que tuvo el control, la

viabilidad (V) decrecié a 83.5% con un pulso oxidante. Por otra parte, el tratamiento oxidante
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también afect6 a la termotolerancia (V1) de los conidios, pues tanto en la respuesta a corto plazo,

como en la respuesta a largo plazo, los valores de viabilidad disminuyeron.
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Figura 8.11. Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios libres de Cordyceps javanica CHE-
CNRCB303 generados en medio APA. La respuesta a corto plazo corresponde a las 24 h y la respuesta a largo
plazo corresponde a las 96 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmotico, Vr= Termotolerancia. 21%=
Atmoésfera control (21% de 03), 26%= Pulso oxidante (26% de 0O:) *Diferencia estadistica significativa (P
<0.05).

En la figura 8.12 se observd que para Cordyceps fumosorosea ARSEF3302, el tratamiento
oxidante (26% de O;) en la respuesta a corto plazo (24 h) incrementé la viabilidad (V), pasando de
un 11.9% a 21.35%. Este efecto positivo debido al tratamiento oxidante también se observé en la
resistencia a estrés osmético, ya que de un 9.6% de viabilidad que presenté el control, incrementé
a 15.1% con un pulso. Aunque la termotolerancia (V1) no mostré diferencia significativa (P > 0.05)

entre ambas condiciones atmosféricas (21% vs 26% de O,). De similar manera, en la respuesta a
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largo plazo (96 h), no se observaron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05) en ninguna de

las pruebas de calidad realizadas. Sin embargo, en este ensayo, la viabilidad (V) del control fue

muy baja (11.9%), lo que sugiere que la cepa no se encontraba en condiciones éptimas.
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Figura 8.12 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios libres de Cordyceps fumosorosea
ARSEF3302 generados en medio APA. La respuesta a corto plazo corresponde a las 24 h y la respuesta a
largo plazo corresponde a las 96 h. V= Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmdtico, Vi= Termotolerancia.
21%= Atmosfera control (21% de 0O2), 26%= Pulso oxidante (26% de O2) *Diferencia estadistica significativa
(P <0.05).
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8.1.3 Experimento 3. Evaluacion simultanea del efecto de los pulsos oxidantes en la calidad de
los conidios libres y en la calidad de los conidios en medio de cultivo.
Este experimento se realizd para medir en cual de los sistemas estudiados en los

experimentos 1y 2, el incremento de las caracteristicas de calidad es mas notorio en los conidios.
NOTA 3. Este experimento se realizé Unicamente con M. robertsii Xoch8.1, ya que se realizd de
manera simultanea con otro experimento que se basé en aplicar pulsos con 26% de O, como
tratamiento oxidante, en lugar de los pulsos con 30% de O,. De tener resultados, al menos
similares entre ambos tratamientos oxidantes (26% vs. 30%), se simplificaria la metodologia al
utilizar sélo pulsos de 26% para todas las cepas, ya que se podria utilizar un mismo tanque de gas
para la aplicacidn del tratamiento.

En la figura 8.13, se presenta el indice de conidiacion (/c) que se tuvo en M. robertsii
Xoch8.1 al momento de hacer las evaluaciones de calidad. En todos los casos se presentd un

estado de conidiacién alto (/c mayor de 100).
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Figura 8.13 Estado de conidiacion (/c) del cultivo de Metarhizium robertsii Xoch8.1 bajo condiciones
atmosféricas normales (21% de 0O2) y bajo las condiciones oxidantes (pulsos con 26% de O:). Inicio de pulso
168 h, evaluacion a corto plazo (192 h), evaluacién a largo plazo (264 h). *Diferencia estadisticamente
significativa (P <0.05).
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A continuacién se muestran los resultados obtenidos en la medicion de las caracteristicas
de calidad (figura 8.14) en ambos sistemas: Conidios en el medio de cultivo APA vs Conidios libres.
Se observd que los controles (21% de O,) presentaron una viabilidad (V) alrededor del 60%.
Ademas, en ambos sistemas hubo incrementos en la calidad debido al tratamiento (26% de O,).
Por una parte, en el caso de los conidios aun adheridos al micelio en el medio de cultivo, el
incremento se presenté Unicamente en la respuesta a corto plazo (24 h), en las tres caracteristicas
de calidad evaluadas (V, Vo y V1), en relacidon a las respuestas obtenidas con sus respectivos
controles (21% de Q). Por el contrario, en las evaluaciones de la respuesta de calidad a largo plazo
no hubo diferencia significativa (P > 0.05). Por otra parte, en los conidios libres, el efecto positivo
sobre la calidad se observo en la resistencia al estrés osmatico (Vo) y en la termotolerancia (Vr);
en este caso, tanto en la respuesta a corto plazo (24 h), como en la respuesta a largo plazo (96 h).
Ademads, en ningun caso se afectd la viabilidad (V) de forma significativa con el tratamiento, al

comparar los resultados de los tratamientos contra los controles (21% de O,).
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Figura 8.14 Efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios de Metarhizium robertsii Xoch8.1
en medio APA vs conidios libres. La respuesta a corto plazo corresponde a las 24 h (equivalente a 192 h en el
medio APA) y la respuesta a largo plazo corresponde a las 96 h (equivalente a 264 h en el medio APA). V=
Viabilidad, Vo= Resistencia a estrés osmotico, Vr= Termotolerancia. 21%= Atmodsfera control (21% de O>),
26%= Pulso oxidante (26% de O2) *Diferencia estadisticamente significativa (P <0.05).

NOTA 4: A partir de este experimento se continuaron los demas, aplicando como tratamiento

oxidante solamente pulsos con 26% de O,.
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8.1.4 Experimento 4. Determinacion del efecto de los pulsos oxidantes sobre la germinacion de
los conidios libres.
Este experimento se realizé con la finalidad de complementar los resultados obtenidos en

las mediciones de las caracteristicas de calidad, cuyas primeras determinaciones se realizaron en
términos de porcentaje de viabilidad, mediante el conteo de UFC. Sin embargo, en algunos casos
las viabilidades de los controles determinadas con este método, estuvieron por debajo del 50%.
Por ello, se determind la germinacidon de los conidios (G). Ademas, se determinaron la resistencia a
estrés osmoético (Go) y la termotolerancia (Gr), pero ahora mediadas en términos de porcentaje de

germinacion.

En la figura 8.15 se presenta la germinacion (G), la resistencia al estrés osmoético (Go) y la
termotolerancia (Gr) que tuvieron los conidios de cada hongo estudiado, sometido a las dos
condiciones atmosféricas (21% vs. 26% de O,). Se indica la respuesta de calidad que se tuvo 24 h
después de haber aplicado un pulso (respuesta a corto plazo) y la respuesta de calidad que se tuvo

a las 24 h posteriores de acumular cuatro pulsos oxidantes (96 h) (respuesta a largo plazo).

Los resultados de las pruebas de germinacion (G) corresponden a las barras blancas, en
ellos se observd que la germinacion de los conidios de M. robertsii Xoch8.1 (figura 8.15A (Mr))
aumenté 22% en comparacion con el control después de un solo pulso oxidante. Ademas, la
germinacidon fue 24% mayor que el control en la respuesta a largo plazo (96 h). De manera similar,
el tratamiento mejoré la germinacién de los conidios de B. bassiana Tac1.1 (figura 8.15B (Bb)), ya
que incrementd 17% con respecto al control, después de un solo pulso oxidante (24 h), e
incrementd 28% después de cuatro pulsos oxidantes (96 h). Por otro lado, el tratamiento oxidante
no afectd la germinaciéon de los conidios de Cordyceps (figuras 8.15C (Cj) y 8.15D (Cf)) después de

un solo pulso (24 h). Sin embargo, después de cuatro pulsos (96 h), la germinacién de los conidios

49



de C. javanica CHE-CNRCB303 se redujo un 29%, mientras que la de C. fumosorosea ARSEF3302

disminuyd un 38% en comparacion con el control.
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Figura 8.15 Caracteristicas de calidad (en términos de germinacion) de los conidios expuestos a dos
atmosferas diferentes: control (21% de oxigeno) y enriquecida con oxigeno (26% de oxigeno). A: resultados
correspondientes a Mr: M. robertsii Xoch8.1, B: resultados correspondientes a Bb: B. bassiana Tacl.1, C:
resultados correspondientes a Cj: C. javanica CHE-CNRCB303, D: resultados correspondientes a Cf: C.
fumosorosea ARSEF3302. G: Germinacion, Go: Resistencia a estrés osmotico, Gr: Resistencia a estrés
térmico. La linea vertical separa los dos tiempos de muestreo: 24 y 96 h. * Indica una diferencia estadistica
significativa (P <0.05) entre tratamientos (21% vs. 26%).

Ademas, hubo varias diferencias en la germinacién de los conidios sometidos a estrés
osmotico y estrés térmico. La germinacion (Go) de los conidios de control (21% O3) de M. robertsii
Xoch8.1 (figura 8.15A (Mr)) disminuyd bajo el estrés osmotico que en el medio de agar estandar,
tanto en la respuesta a corto como a largo plazo (72% y 58% menor, respectivamente). De la
misma forma, la germinacién (Gr) fue menor después de la exposicién al estrés térmico, tanto en
la respuesta a corto como a largo plazo (21% y 45% menor, respectivamente). Al comparar los
resultados de ambas condiciones atmosféricas (Go 21% vs. Go 26% y Gr 21% vs. Gr 26%), se

observé que los conidios expuestos a un solo pulso oxidante fueron 63% mas resistentes al estrés
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osmético y 17% mas termotolerantes, en relacién al control. De manera similar, después de cuatro
pulsos, los conidios adquirieron mayor tolerancia al estrés osmadtico y térmico (33% y 55%,

respectivamente).

En la figura 8.15B (Bb) se muestra que la germinacidn (Go) de los conidios de control de B.
bassiana Tacl.1 (21% de O,) fue 50% menor en el medio de estrés osmadtico que en el medio de
agar estandar, a corto y a largo plazo. Asimismo, la germinacién (Gr) disminuyd después de la
exposicion al estrés térmico, tanto a corto como a largo plazo (60% y 67%, respectivamente). Al
comparar los resultados de ambas condiciones atmosféricas (Go 21% vs. Go 26% y Gt 21% vs. Gt
26%), se observd que los conidios expuestos a un solo pulso fueron 52% mds resistentes al estrés
osmatico con respecto al control y 71% mas tolerantes al estrés térmico. Aln con mayor respuesta
favorable, los conidios fueron mas tolerantes al estrés osmoético y al estrés térmico después de
cuatro pulsos, ya que la germinacién en el medio de estrés osmético incrementé 140% vy en el

estrés térmico aumenté 128%.

Como sucedid con los conidios de los otros hongos, la germinacién (Go) de los conidios del
control de C. javanica CHE-CNRCB303 (21% 0,) (figura 8.15C (Cj)) disminuyd en el medio de estrés
osmoético con respecto al medio de agar estandar, a corto y a largo plazo (95% y 67%,
respectivamente). Ademas, en estos conidios la germinacion se redujo drasticamente después de
la exposicion al estrés térmico (Gr) tanto a corto como a largo plazo (88% y 74%, respectivamente).
Al comparar los resultados de ambas condiciones atmosféricas (Go 21% vs. Go 26% y Gt 21% vs. Gt
26%), se observo que los conidios expuestos a un solo pulso fueron 5 veces mas resistentes al
estrés osmoético que el control. Por el contrario, los conidios fueron 71% menos termotolerantes
(Gr). Notablemente, después de cuatro pulsos, los conidios fueron menos tolerantes al estrés

osmético y térmico (48% y 44% menos, respectivamente).
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Por otro lado, la germinacion (Go) de los conidios control de C. fumosorosea ARSEF3302
(21% 0O,) (Figura 8.15D (Cf)) fue mas baja en el medio de estrés osmético que en el medio de agar
estandar en la respuesta a corto y largo plazo (91% y 92%, respectivamente). Al igual que en la
exposicién al estrés térmico (Gr), pues disminuyd 92% y 99% en la respuesta a corto y largo plazo,
respectivamente. En la comparacién de los resultados de ambas condiciones atmosféricas (Go 21%
vs. Go 26% y Gt 21% vs. Gt 26%), los conidios expuestos a un pulso oxidante fueron 78% menos
resistentes al estrés osmotico y 79% menos resistentes al estrés térmico. Similarmente, después
de cuatro pulsos, los conidios fueron menos tolerantes al estrés osmadtico y térmico, ya que la
germinacidn en el medio de estrés osmaético fue 63% menor que el control y después del estrés

térmico fue 100% menor.

8.1.5 Experimento 5. Determinacion del efecto de los pulsos oxidantes sobre la infectividad de
los conidios libres.
Este experimento se realizé para determinar si el tratamiento oxidante propuesto tiene

algun efecto sobre la infectividad de los conidios de los hongos entomopatdgenos estudiados. En
las figuras 8.16 a 8.19 se muestran las graficas de Tiempo (dias) vs Sobrevivencia (S) de los
bioensayos realizados para determinar el efecto del tratamiento a corto y a largo plazo (24 y 96 h,
respectivamente). En el caso de M. robertsii Xoch8.1 (figura 8.19), se detectd un efecto positivo en
la infectividad en la respuesta a corto plazo (24 h), pues de un tiempo letal medio (TLso) de 1.3 d
que tuvieron los conidios de la atmdsfera normal (21% de O3) disminuyd a 0.65 d con los conidios
sometidos al tratamiento (Tabla 8.1). En la respuesta a largo plazo (96 h) no hubo diferencia
estadistica significativa (P > 0.05) entre los parametros de infectividad de ambas condiciones

atmosféricas (Tabla 8.2).
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Figura 8.16 Resultados correspondientes al bioensayo de M. robertsii Xoch8.1. Respuesta a corto plazo (24 h

posteriores a un pulso oxidante), respuesta a largo plazo (24 h posteriores a cuatro pulsos oxidantes (96 h)).

Control: sobrevivencia de los insectos sumergidos en Tween 80; 21%: sobrevivencia de los insectos

infectados con conidios provenientes de atmdsfera normal; 26%: sobrevivencia de los insectos infectados

con conidios sometidos a pulsos oxidantes. Los datos punteados corresponden a los datos observados, las

lineas continuas corresponden a los ajustes al modelo de decaimiento exponencial.

Tabla 8.1. Medias de los pardmetros de infectividad de M. robertsii Xoch8.1 (respuesta a corto
plazo).

PARAMETRO

I
i s
0.00 0.00 0.00 0.00

26%

S (%)

k (d?) 0.53 0.06 1.10 0.26

to (d) 0.00 0.00 0.00 0.00
TLso (d) 1.31 0.14 0.65* 0.14

21%: conidios de atmdsfera normal, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE:

Desviacién estdndar, *Indica una diferencia estadistica significativa (P <0.05)
entre tratamientos (21% vs. 26% de Oz).
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Tabla 8.2 Medias de los pardametros de infectividad de M. robertsii Xoch8.1 (respuesta a largo plazo).

PARAMETRO
il N e N
) 0.00 0.00 1.62 2.81

S (%

k (d) 0.25 0.04 0.43 0.20

to (d) 1.17 1.46 0.22 0.21
TLso (d) 3.95 1.84 2.07 0.85

21%: conidios de atmdsfera normal, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE:
Desviacién estandar.

En el caso de B. bassiana Tacl.1 (figura 8.17), en las determinaciones realizadas a corto y
largo plazo (24 y 96 h), no se encontraron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05) entre la
infectividad de los conidios provenientes de ambas condiciones atmosféricas. En las tablas 8.3 y

8.4 se presentan los parametros de infectividad correspondientes.
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Figura 8.17 Resultados correspondientes al bioensayo de B. bassiana Tacl.1. Respuesta a corto plazo (24 h
posteriores a un pulso oxidante), respuesta a largo plazo (24 h posteriores a cuatro pulsos oxidantes (96 h)).
Control: sobrevivencia de los insectos sumergidos en Tween 80; 21%: sobrevivencia de los insectos
infectados con conidios provenientes de atmdsfera normal; 26%: sobrevivencia de los insectos infectados
con conidios sometidos a pulsos oxidantes. Los datos punteados corresponden a los datos observados, las
lineas continuas corresponden a los ajustes al modelo de decaimiento exponencial.

54




Tabla 8.3 Medias de los parametros de infectividad de B. bassiana Tac1.1 (respuesta a corto plazo).

PARAMETRO
i N

S (%) 15.10 11.12 13.63

k (d?) 0.43 0.44 0.18 0.06

to (d) 0.69 0.02 0.45 0.68
TLso (d) 4.11 1.93 5.08 1.27

21%: conidios de atmdsfera normal, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE:
Desviacion estandar.

Tabla 8.4 Medias de los parametros de infectividad de B. bassiana Tacl.1 (respuesta a largo

plazo).
PARAMETRO
=] e
S (%) 15.10 11.12 13.63
k (d?) 0.43 0.44 0.18 0.06
to (d) 0.69 0.02 0.45 0.68
TLso (d) 4.11 1.93 5.08 1.27

21%: conidios de atmodsfera normal, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE:
Desviacién estandar.

Al igual que con B. bassiana, con C. javanica CHE-CNRCB303 (figura 8.18) no se
encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre la infectividad de los conidios provenientes
de ambas condiciones atmosféricas, en las determinaciones realizadas a corto y largo plazo (24 y

96 h). Las tablas 8.5 y 8.6 presentan los parametros de infectividad correspondientes.
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Figura 8.18 Resultados correspondientes al bioensayo de C. javanica CHE-CNRCB303. Respuesta a corto
plazo (24 h posteriores a un pulso oxidante), respuesta a largo plazo (24 h posteriores a cuatro pulsos
oxidantes (96 h)). Control: sobrevivencia de los insectos sumergidos en Tween 80; 21%: sobrevivencia de los
insectos infectados con conidios provenientes de atmdsfera normal; 26%: sobrevivencia de los insectos
infectados con conidios sometidos a pulsos oxidantes. Los datos punteados corresponden a los datos
observados, las lineas continuas corresponden a los ajustes al modelo de decaimiento exponencial.

Tabla 8.5 Medias de los parametros de infectividad de C. javanica CHE-CNRCB303 (respuesta a

corto plazo).
PARAMETRO
el N e N
) 3.45 5.94 7.18 6.30

S (%

k (d?) 0.12 0.03 0.30 0.15

to (d) 0.90 1.28 1.63 0.42
TLso (d) 7.05 0.37 4.67* 1.24

21%: conidios de atmodsfera normal, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE:
Desviacién estandar.
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Tabla 8.6 Medias de los parametros de infectividad de C. javanica CHE-CNRCB303 (respuesta a

largo plazo).

PARAMETRO
)

26%

I

E“

S (% 11.36 15.55 27.83 11.74
k (d) 0.13 0.09 0.17 0.01
to (d) 1.79 1.97 1.30 0.59
TLso (d) 10.19 2.67 9.09 3.80

21%: conidios de atmdsfera normal, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE:

Desviacion estandar.

El mismo resultado fue observado en el caso de C. fumosorosea ARSEF3302 (figura 8.19).

Las tablas 8.7 y 8.8 presentan los parametros de infectividad correspondientes.
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Figura 8.19 Resultados correspondientes al bioensayo de C. fumosorosea ARSEF3302. Respuesta a corto

plazo (24 h posteriores a un pulso oxidante), respuesta a largo plazo (24 h posteriores a cuatro pulsos

oxidantes (96 h)). Control: sobrevivencia de los insectos sumergidos en Tween 80; 21%: sobrevivencia de los

insectos infectados con conidios provenientes de atmdsfera normal; 26%: sobrevivencia de los insectos

infectados con conidios sometidos a pulsos oxidantes. Los datos punteados corresponden a los datos

observados, las lineas continuas corresponden a los ajustes al modelo de decaimiento exponencial.
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Tabla 8.7 Medias de los parametros de infectividad de C. fumosorosea ARSEF3302 respuesta a
corto plazo).

21% 26%
PARAMETRO
Promedio Promedio
S (%) 27.75 23.57 0.05%* 0.08
k(d?) 0.34 0.27 0.07 0.03
to (d) 0.56 0.49 1.22 1.18
TLso (d) 8.90 6.06 12.26 2.57

21%: controles, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE: Desviacion estandar,
*Indica una diferencia estadisticamente significativa (P <0.05) entre
tratamientos (21% vs. 26%).

Tabla 8.8 Medias de los parametros de infectividad de C. fumosorosea ARSEF3302 (respuesta a
largo plazo).

21% 26%
PARAMETRO
Promedio Promedio
S (%) 14.29 24.74 22.89 23.95
k(d?) 0.16 0.13 0.14 0.11
to (d) 5.58 1.60 2.37 2.06
TLso (d) 13.42 0.87 13.54 2.33

21%: conidios de atmodsfera normal, 26%: conidios sometidos a pulsos. DE:
Desviacién estandar.
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8.2 Segunda parte: Acercamiento a la explicacion del fenémeno.

8.2.1 Experimento 6. Determinacion del efecto de los pulsos oxidantes en la concentracion de
glutation de los conidios libres.

8.2.1.1 Medicion de la concentracion de glutation total.
En las figuras 8.20 a 8.23 se muestran las concentraciones de glutation (uM/g) en los

conidios provenientes de cada cepa, cuando la determinacidn se realizd6 24 h posteriores a la
aplicacion de un Unico pulso con 26% de O, (respuesta a corto plazo) y cuando la determinacién se
realizd 24 h posteriores a la aplicacién de cuatro pulsos (respuesta a largo plazo (96 h)), asi como
de los controles respectivos con 21% de O,. En M. robertsii Xoch8.1 (figura 8.20) el tratamiento
oxidante, tanto a corto como a largo plazo, incrementd la concentracién de glutatidon (76 y 38%,
respectivamente) con respecto a los controles. A diferencia del caso de B. bassiana Tac1.1 (figura
8.21), en donde no hubo diferencia estadistica significativa (P < 0.05) entre las concentraciones de

glutatién en ningun caso.
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Figura 8.20 Concentracién media de glutatién en los conidios de M. robertsii Xoch8.1, en la respuesta a corto
plazo (24 h) y en la respuesta a largo plazo (96 h), en ambos tratamientos atmosféricos de estudio (21 vs.
26% de 02). *Indica una diferencia estadistica significativa (P <0.05) entre tratamientos.
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Figura 8.21 Concentracién media de glutation en los conidios de B. bassiana Tacl.1, en la respuesta a corto
plazo (24 h) y en la respuesta a largo plazo (96 h), en ambos tratamientos atmosféricos de estudio (21 vs.

26% de 02).

En la figura 8.22, se observd que en el caso de C. javanica CHE-CNRCB303, en la

determinacidn a corto plazo (24 h), la concentracion de glutation no tuvo diferencia significativa (P

> 0.05) con respecto al control. De forma diferente, en la evaluacién a largo plazo (96 h), la

concentraciéon de glutatién disminuyé 40% con respecto al control. En el caso de C. fumosorosea

ARSEF3302 (figura 8.23), el tratamiento oxidante afectd la concentracion de glutation, ya que al

comparar con los controles respectivos, tanto en la determinaciéon a corto plazo, como en la

determinacion a largo plazo, la concentracion disminuyd 16 y 81% respectivamente.
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Figura 8.22 Concentracidon media de glutation en los conidios de C. javanica CHE-CNRCB303, en la respuesta
a corto plazo (24 h) y en la respuesta a largo plazo (96 h), en ambos tratamientos atmosféricos de estudio
(21 vs. 26% de 02). *Indica una diferencia estadistica significativa (P <0.05) entre tratamientos.
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Figura 8.23 Concentracién media de glutation en los conidios de C. fumosorosea ARSEF3302, en la respuesta
a corto plazo (24 h) y en la respuesta a largo plazo (96 h), en ambos tratamientos atmosféricos de estudio
(21 vs. 26% de 02). *Indica una diferencia estadistica significativa (P <0.05) entre tratamientos.

8.2.1.1 Determinacion del nivel de glutation oxidado y reducido
Se corrobord el método de medicidn por HPLC del glutation reducido (GSH) y del glutatidn

oxidado (GSSG), los estandares (Sigma-Aldrich®) presentaron tiempos de retencion de 4.2 y 8.5
min, respectivamente (figuras 8.24 y 8.25). Sin embargo, en ninguna de las muestras se logrd
observar los picos correspondientes a las formas de glutatién (Figuras 13.2 a 13.6 de la seccion de
anexos). Debido a que lo que se observd fueron varios picos que aparecieron en tiempos de
retencién diferentes a los de los estandares, quiza el tratamiento de las muestras propicié la
degradacion de las moléculas y al ser el tratamiento de ruptura de los conidios un tratamiento
bastante agresivo, se propuso hacer un nuevo método de lisis de conidios con N; liquido (ver el
inciso b) en la seccion de materiales y métodos). Aun asi, las muestras no presentaron sefial en el

HPLC para las moléculas objetivo (figuras 13.7 a 13.11 de la seccién de anexos).
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Figura 8.24 Cromatograma obtenido con el estandar de glutation reducido (GSH). Columna Hydro-RP (150
mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo: KH2PO4(1:99). Detector de Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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Figura 8.25 Cromatograma obtenido con el estdndar de glutation reducido (GSSG). Columna Hydro-RP (150
mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo: KH2PO4(1:99). Detector de Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS
Los trabajos en los que se ha logrado incrementar la producciéon de conidios (Tlecuitl-

Beristain et al., 2010), mejorar su calidad (Miranda-Hernandez et al., 2014) o incluso tener un
efecto combinado (Garcia-Ortiz et al., 2015), han seguido la estrategia de iniciar los pulsos
oxidantes en etapas del cultivo en las cuales el hongo se encuentra en fase miceliar. Este es el
primer trabajo en el que se ha estudiado una estrategia nueva de aplicacion de los pulsos, que
consistid en hacer la aplicacion del tratamiento directamente sobre los conidios para incrementar
su calidad. En este sentido, en el experimento 1, lo mas importante era que se aplicaran los pulsos
cuando los cultivos estuvieron compuestos principalmente por conidios. Los resultados muestran
que el objetivo se cumplid, fue efectiva la estrategia de elegir tiempos cercanos a la conidiacion
maxima de cada hongo (Conmax) para aplicar los pulsos, ya que los valores de indice de conidiacion
(Ic) fueron mayores a 100 (El /c es un parametro que muestra cual es el avance de la conidiacion
en un cultivo al indicar cuantas veces se ha multiplicado un inoculo inicial a lo largo del tiempo).
Esto concuerda con un estudio previo (Castillo-Minjarez, 2015) sobre C. javanica CHE-CNRCB303 y
C. fumosorosea ARSEF3302, en donde se observd que los valores de Ic aproximados a 100
(alrededor de 120 y 144 h de cultivo) correspondian a cultivos en los que los hongos estuvieron en

forma de conidios.

En lo que respecta a los efectos del tratamiento sobre la calidad (experimento 1), el efecto
positivo en el género Cordyceps coincidié con lo observado por Castillo-Minjarez (2015) para las
mismas cepas. Con la diferencia de que, en aquella investigacion, usando el mismo sistema de
cultivo, el tratamiento se aplicd con valores bajos de Ic, entre 2 y 18. Ademas como hallazgo
novedoso, el efecto positivo en la calidad, también se observd en los otros hongos estudiados;
todas las caracteristicas de calidad mejoraron para los conidios de B. bassiana Tacl.1 y de M.

robertsii Xoch8.1, donde bastd un sdlo pulso para incrementar la calidad. Aunque el tratamiento a
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largo plazo, afectd su termotolerancia, lo que podria deberse a que, en el caso de este hongo se
emplearon pulsos con 30% de oxigeno, como en la investigacidn realizada por Garcia-Ortiz et al.,
(2015), en donde ese tratamiento mejord la produccién y la termotolerancia de Metarhizium
lepidiotae. Debido al efecto negativo observado a largo plazo en este hongo, se decidid probar
pulsos con 26% de oxigeno (experimento 3) y cuyos resultados se discuten mas adelante. La
viabilidad (V) tan baja (5.4%) del control de C. fumosorosea ARSEF3302 indica que la cepa se dafié,
ya que la cepa en evaluaciones previas, habia presentado viabilidades entre 60 y 70%. Esto podria
deberse a una infeccién por micovirus, ya que hay reportes de que su presencia afecta el
crecimiento, la estabilidad fenotipica y la conidiacidon (Melzer y Bidochka, 1998). Sin embargo, esta

posibilidad debe ser comprobada.

Aunque los medios de cultivo estuvieron principalmente compuestos por conidios, existia
la duda de si la respuesta favorable en la calidad, verdaderamente se debid a los conidios ya
formados o podria deberse a una minima cantidad de micelio que aun estuviera presente en el
medio y que con el tratamiento generara conidios de mejor calidad. Es por eso que los conidios se
separaron del medio de cultivo (conidios libres) y ya cosechados fueron sometidos al tratamiento
oxidante (experimento 2). Los resultados de este experimento, de manera novedosa, mostraron
que si es posible modificar la calidad de los conidios libres al aplicar el factor de estrés

directamente sobre ellos.

Por una parte, en el caso de M. robertsii Xoch8.1 de igual manera que en el experimento 1,
con un sdlo pulso se observo el efecto positivo en la calidad, pero en este caso, no se afecté la
termotolerancia (V1) con el tratamiento constante. Mostrando una primera evidencia de que para
este hongo, el aplicar los pulsos directamente sobre los conidios libres podria ser una mejor

estrategia para incrementar su calidad. También, con un Unico pulso se reprodujo el mejoramiento
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de la viabilidad (V) y la resistencia a estrés osmatico (Vo), en el caso de C. fumorosea ARSEF3302, y
la termotolerancia (V1) en el caso de B. bassiana Tacl.1. Sin embargo, el hecho de que al largo
plazo no se observé el mejoramiento de la calidad en estas dos cepas, ademas del efecto negativo
observado en el caso de C. javanica CHE-CNRCB303, indican que para estos ultimos tres hongos
podria ser mejor la aplicacién de los pulsos sobre los conidios en el medio de cultivo. Es
importante mencionar que las viabilidades de los conidios libres del control de M. robertsii, B.
bassiana y C. fumosorosea estuvieron por debajo del 50%, como se menciond anteriormente,
podria indicar un dafio de las cepas. Ademas de la posibilidad de infeccién por micovirus en estos
hongos (Azevedo et al., 2000; Dalzoto et al., 2006; Melzer y Bidochka, 1998), las diferencias en los
resultados entre lo observado en los experimentos 1 y 2 también podrian deberse a que los
conidios provenian de lotes diferentes, por lo que en el experimento 3 se estudiaron de manera
simultanea ambas estrategias de aplicacién de los pulsos oxidantes. En el experimento se utilizé
M. robertsii Xoch8.1 por una parte, para corroborar el mejor incremento de la calidad al aplicar el
tratamiento en los conidios libres y por otra, para evaluar el efecto de utilizar pulsos oxidantes con

26% de oxigeno.

Los resultados del experimento 3, por un lado, mostraron que fue mejor la aplicacion de
pulsos con 26% de oxigeno, ya que con un sdlo pulso se lograron mejorar las tres caracteristicas de
calidad evaluadas en comparacién con la aplicacién del pulso con 30% de oxigeno, en donde no se
incremento la viabilidad (V); es decir, la intensidad del tratamiento determina la respuesta en la
calidad de los conidios. Ademas, tampoco se tuvo el efecto negativo en la termotolerancia (Vr),
observado en la evaluacion a largo plazo. Por otro lado, en lo que respecta a los conidios libres, al
comparar la reproducibilidad de los resultados con el experimento 2, a pesar de que la vialidad (V)
del control apenas fue de 26.5% y que en este experimento fue de mas del doble (55.8%), se

observd que de igual forma, con un sélo pulso se incrementaron las caracteristicas de calidad y
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gue éstas no se afectaron con el tratamiento al largo plazo. Ahora, comparando entre ambos
sistemas (conidios en medio de cultivo vs conidios libres), se observé que la viabilidad (V) de los
controles fue similar (60%, aproximadamente). De forma muy interesante, se corrobord que la
estrategia de aplicar el tratamiento en los conidios libres fue mejor, pues se incrementd la
resistencia a estrés osmotico (Vo) y a la termotolerancia (V1) tanto en las evaluaciones a corto
como a largo plazo. En este punto de la investigacién se decidid continuar los estudios en el
sistema de conidios libres, ya que se acerca mas a los productos comerciales, en donde la mayoria
de los bioplaguicidas se formulan con conidios cosechados (Mufiz-Paredes et al., 2017).
Adicionalmente, con esta estrategia (en comparacién con la de aplicar el tratamiento en los
conidios en medio de cultivo), no habria manipulacion del cultivo, impidiendo posibles
contaminaciones y no importa la forma de obtencidn de los conidios, ya que el tratamiento se
aplica directamente en los conidios cosechados. Asi que esta estrategia de mejoramiento de Ila
calidad de los conidios podria ser de interés para su posible implementacién en la produccion
comercial de bioplaguicidas.

Aln es resaltable la baja viabilidad (V) observada en los controles del experimento 2 y en
ese sentido, debido a la naturaleza del método para medir esta caracteristica, no se descarta la
posibilidad de que se subestimen los valores, ya que en la técnica se espera que cada conidio
genere una UFC, pero es comun que una sola UFC sea generada por mas de un conidio (Breed y
Dotterrer, 1916). Por ese motivo se estudid el fendmeno complementando con la medicién de la
germinacion y se determind nuevamente la resistencia a estrés osmoético (Go) y la termotolerancia
(Gr), pero ahora ya no medidos en términos de UFC, sino de germinacidn (experimento 4). Con ello
se esperaba corroborar los hallazgos encontrados hasta ahora en los estudios en los conidios

libres.
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La germinacion (G) de los conidios libres de los hongos utilizados como controles, estuvo
entre 60y 80% a las 14 h de cultivo en el medio agar-agua, si se hubiese esperado mas tiempo de
incubacioén, los valores de germinacidn habrian incrementado. Sin embargo, las 14 h fue un tiempo
suficiente para observar las diferencias entre las dos condiciones atmosféricas estudiadas (21 vs
26% de oxigeno). Incluso se ha realizado la evaluacion a las 12 h de cultivo en otro reporte
(Mufiz-Paredes et al., 2016). De manera similar a lo observado en las mediciones en términos de
UFC, los resultados en términos de germinacidn mostraron el efecto positivo en la calidad de los
conidios libres de M. robertsii Xoch8.1 y B. bassiana Tacl.l, ya que la resistencia al estrés
osmético (Go) y térmico (Gr) mejoraron simultdneamente con el tratamiento. El incremento de
varias caracteristicas deseables al aplicar un factor de estrés es un fendmeno que se conoce como
proteccion cruzada (Miranda-Hernandez et al., 2016; Rangel, 2011). De este modo, esta
investigacion muestra por primera vez, evidencia suficiente de que se induce el fenédmeno al
aplicar los pulsos oxidantes directamente sobre los conidios.

La induccion de proteccidon cruzada con pulsos oxidantes ya se habia observado en C.
fumosorosea ARSEF3302 y C. javanica CHE-CNRCB303 (antes de I. fumosorosea ARSEF3302 e I.
fumosorosea CNRCB1) (Miranda-Hernandez et al., 2014) y en M. lepidiotae (Garcia-Ortiz et al.,
2015). Pero la aplicacion del tratamiento se inicidé en la forma vegetativa durante el cultivo de los
hongos. Ademas de los pulsos oxidantes, se han reportado otras estrategias para inducir la
proteccion cruzada. Por ejemplo, los conidios de M. anisopliae producidos con insuficiencia de
carbono y nitrégeno son mas tolerantes al calor y a los rayos UV-B. Por otro lado, el choque
térmico puede inducir resistencia a la radiacion UV-B y el estrés osmdtico promueve la resistencia
al calor y a la radiacién UV-B (Rangel, 2011; Rangel et al., 2008). La exposicién del micelio de los
hongos a pulsos oxidantes genera estrés oxidante por la generacién de ERO (Pérez-Guzman et al.,

2016), lo que lleva a que se activen los mecanismos de respuesta al estrés, implicando la
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adquisicion de resistencia a diferentes factores de estrés, es decir el incremento de la calidad
(Miranda-Hernandez et al., 2016). Sin embargo, se desconoce si en el conidio podrian existir
mecanismos de respuesta similares.

Por otro lado, la respuesta de los conidios de ambas cepas de Cordyceps fue muy
diferente, ya que fueron mas sensibles al tratamiento oxidante en comparacién con los conidios
de M. robertsii Xoch8.1 y B. bassiana Tacl.1. Después de un Unico pulso (evaluacién a corto plazo)
de manera novedosa, se encontré un efecto positivo sobre la resistencia de C. javanica CHE-
CNRCB303 al estrés osmoético (Go), aunque fue acompafiado de un efecto negativo sobre la
resistencia al estrés térmico (Gr), por lo que en este caso no se indujo la proteccién cruzada.
Ademas, la exposicion constante a los pulsos (evaluacidn a largo plazo) tuvo un efecto negativo en
la calidad de los conidios. Ademas, la calidad de los conidios de C. fumosorosea ARSEF3302 se
afectd por la exposicidn al tratamiento. Asi, los resultados de los experimentos 1 a 4 han mostrado
que el efecto del tratamiento sobre la calidad de los HE depende en principio de su estado celular
(micelio o conidio) y que la respuesta es variable segun la cepa. Esta respuesta contrastante de los
conidios de cada hongo podria no sélo deberse a la especie, también puede generarse debido a
que los conidios tienen varias etapas de maduracion después de la diferenciacién celular de fialide
a conidio (Sewall et al., 1990), esto conduce a diferencias en la composicion quimica y en la
sincronia del estado de latencia (Van Leeuwen et al., 2010; Wyatt et al., 2013). Adicionalmente, los
conidios tienen varios tipos de latencia que pueden diferir dentro de un mismo género (Mysyakina
etal., 2016).

De manera interesante, el tratamiento no afecté la infectividad de ninguno de los hongos
estudiados (experimento 5). Por el contrario, en el caso de M. robertsii Xoch8.1, hubo un efecto
positivo en la infectividad en la respuesta a corto plazo, pues los resultados de tiempo letal medio

(TLso) revelaron que los conidios sometidos al pulso requirieron de sélo la mitad de tiempo para
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matar a la mitad de la poblacién de insectos en el bioensayo. De manera similar, en la respuesta a
corto plazo de los conidios de C. javanica CHE-CNRCB303, también se observé una mejoria de 34%
del mismo parametro de infectividad. También en ese mismo tiempo de respuesta, el ajuste de los
datos indicé que hay una tendencia de mejoria en el pardmetro de supervivencia final (S) de C.
fumosorosea ARSEF3302, pues se proyectd un porcentaje de sobrevivencia final de insectos menor
en el bioensayo realizado con los conidios sometidos a los pulsos oxidantes, en comparacion con el
control de 21% de oxigeno. Es interesante que a pesar de que el tratamiento disminuyd la
germinacion (G) de ambas cepas de Cordyceps, la infectividad no se afectd. El tratamiento
oxidante no fue lo suficientemente fuerte como para afectar los mecanismos mediante los cuales
se infecta a los insectos, dandole otro atributo atractivo para su posible incorporaciéon en la

produccién comercial de B. bassiana y M. robertsii.

La capacidad de respuesta a los pulsos oxidantes mostrada por los conidios libres, indica la
existencia de mecanismos internos que responden ante el estimulo externo, como en este caso,
para hacer frente a las condiciones adversas en su entorno. Segun algunos autores, los conidios
son estructuras latentes sin actividad metabdlica (Hagiwara et al., 2016; Lamarre et al., 2008;
Taubitz et al., 2007). Sin embargo, el proteoma y el transcriptoma de los conidios latentes de
algunas especies de Aspergillus muestran una actividad minima. De hecho, el proteoma de los
conidios de A. fumigatus sugiere que contienen moléculas necesarias para la tolerancia al estrés, y
para responder de inmediato a un estimulo ambiental (Teutschbein et al., 2010). Algunas
proteinas de choque térmico y chaperonas involucradas en la maduracion de los complejos de
proteinas son reguladas al alza en los conidios inactivos de A. fumigatus (Suh et al., 2012).
Ademas, Aspergillus contiene niveles altos de transcripcion de genes de catalasa, lo que podria
contribuir a la proteccidn contra el estrés oxidante (Hagiwara et al., 2016). Garcia-Ortiz et al.,

(2018) estudiaron el proteoma de los conidios de M. lepidiotum generados bajo el sometimiento
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del micelio a pulsos con 30% de oxigeno y encontraron que a diferencia de los controles, bajo las
condiciones oxidantes aparecid un grupo de proteinas asociadas con la respuesta al estrés
oxidante y a la termotolerancia, entre otras. Esta informacidn concuerda con los resultados
encontrados en esta investigacidn, ya que los conidios respondieron a la atmdsfera enriquecida
con oxigeno y, como consecuencia modificaron algunas caracteristicas de calidad. Sin embargo, los
mecanismos para llevar a cabo este fendmeno son desconocidos hasta ahora. Con la finalidad de

tratar de encontrar alguna explicacion posible se realizé la segunda parte de la investigacion.

Aunque en este trabajo no se tuvo como objetivo observar el efecto de los pulsos sobre la
produccién de conidios, existen algunos puntos a comentar. El tratamiento no tuvo efecto sobre
la produccién de conidios de C. javanica CHE-CNRCB303, por el contrario, en C. fumosorosea
ARSEF3302, el hecho de que la produccidn de conidios sea menor en la medicién de la respuesta a
corto plazo, indica que el tratamiento podria retardar el proceso de conidiacién, comportamiento
gue ya se habia observado por Castillo-Minjarez (2015). Sin embargo, al parecer la cepa puede
reponerse al tratamiento, como ya ha sido observado por Muifiiz-Paredes et al., (2016) ya que al
final se igualan los niveles de produccién con el control (lo cual se pudo observar en las
evaluaciones a largo plazo). Comparando con la estrategia de aplicar el tratamiento en la fase
miceliar, existen resultados muy diferentes, por ejemplo, Miranda-Hernandez et al., (2014)
observaron una afectacién del 53% de la produccién al aplicar pulsos con 26% de oxigeno sobre C.
javanica CHE-CNRCB303 (antes Isaria fumosorosea CNRCB1) y wun incremento de
aproximadamente 5 veces de la produccion en el caso de la cepa de C. fumosorosea ARSEF3302
(antes I. fumosorosea ARSEF3302); aunque Mufiiz-Paredes et al., (2016) también encontré efecto
negativo del tratamiento sobre la produccién de esta cepa. En el caso de B. bassiana Tacl.1, a
pesar de que durante las primeras horas de los pulsos (primer ensayo) se observd un efecto

negativo, después de las 240 h (segundo ensayo) se observd que el tratamiento ya no tuvo ningin
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efecto en la produccion. De manera diferente, en el estudio de Garza-Lépez et al., (2012),
aplicando pulsos con 26% de oxigeno desde la fase miceliar de la cepa B. bassiana Bb 882.5, hubo
incrementos en la produccién en las primeras horas (24 y 48 h). Sin embargo, a los 8 dias del
tratamiento, se observé que ya no hubo diferencias con respecto al control. De manera particular,
en este hongo, Ilamd la atencién la diferencia de valores de Ic que hubieron entre el primer y
segundo ensayos del experimento 1. En el caso de M. robertsii Xoch8.1 el tratamiento reiterativo a
largo plazo, provocd un efecto positivo en la produccién, lo cual coincidié con otro hongo del
mismo género, Metarhizium lepidiotum (antes Metarhizium anisopliae) estudiado por Garcia-Ortiz
et al., (2015). Toda esta variabilidad en esta caracteristica, de igual forma que en el caso de la
calidad, podria explicarse por la posible infeccion con micovirus (Azevedo et al., 2000; Dalzoto et
al., 2006; Melzer y Bidochka, 1998) o por la existencia de varias etapas de maduracion de los
conidios (Sewall et al., 1990) que conllevan a diferencias en la composicion quimica y en la
sincronia del estado de latencia (Van Leeuwen et al., 2010; Wyatt et al., 2013), provocando una
capacidad de respuesta diferente ante el tratamiento.

Los conidios en latencia pueden detectar la concentracidon de oxigeno en su ambiente y
contienen las estructuras necesarias para respirar (Stade y Brambl 1981, Taubitz et al., 2007). Por
ejemplo, se ha determinado que los conidios de A. niger tienen un metabolismo respiratorio
minimo que ocurre para el mantenimiento (Novodvorska et al., 2016). Podria ocurrir que al aplicar
los pulsos con la atmdsfera enriquecida de oxigeno sobre los conidios libres se genere un estrés
oxidante debido a la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ERO) pues como se sabe, las
mitocondrias contribuyen al envejecimiento celular al generar estas moléculas (Lamarre et al.,
2008, Wang et al., 2005). El glutatién es una molécula antioxidante que esta presente en los
conidios, de hecho, en Neurospora crassa regula las propiedades fisicas asociadas con la latencia

(Fahey et al., 1975), y en las células en general, debido al control que hace sobre las ERO, esta
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asociado con la resistencia al estrés, el mantenimiento de la estructura mitocondrial, la integridad
de la membrana y con la diferenciacién y desarrollo celular. Por lo que, la disminucién de esta
molécula en las células indica la presencia de estrés oxidante (Pdcsi et al., 2004).

En este contexto, los resultados de las mediciones de la concentracion total de glutation
indicaron la existencia de una relacion directa entre los niveles de glutatién y la respuesta de
germinacion de los conidios después de la exposicién a las condiciones oxidantes. En particular,
para los conidios de M. robertsii Xoch8.1, algunas caracteristicas de calidad mejoraron a medida
gue aumentd el nivel de glutation, indicando que podria desempeiiar un papel en los mecanismos
de defensa celular contra el posible estrés oxidante generado por el tratamiento. Los aumentos en
la concentracion de glutation debido a los pulsos oxidantes sugieren una posible actividad
biosintética como parte del mecanismo de defensa de este hongo. La sintesis de glutatidon en los
conidios requeriria las enzimas y-glutamilcisteina sintetasa y glutatién sintetasa (Schafer vy
Buettner, 2001), cuya actividad podria analizarse en futuros trabajos para detallar este
mecanismo. Otra alternativa podria ser medir la actividad del factor de transcripcién Nrf2 que
regula la expresiéon de genes que codifican proteinas relacionadas con la via de biosintesis del
glutation (Wakabayashi et al., 2004).

En el caso de los conidios de B. bassiana Tacl.1, la mejora en las caracteristicas de calidad
no estuvo acompanada por un aumento del glutation total. Esto revela que, aparte del glutatién,
existen otros mecanismos en los conidios para resistir el estrés oxidante. Esto podria relacionarse
con el hecho de que en los conidios hay factores de transcripcién como VosA o AtfA en abundancia
y juegan un papel importante en la resistencia a las condiciones de estrés (Krijgsheld et al., 2013;
Van Leeuwen et al., 2010). En este sentido, una forma de evaluar si el glutatién funciona como
mecanismo de defensa en esta cepa, seria medir la actividad de la enzima glutatidn reductasa, la

cual estd activa en los conidios generados bajo pulsos con 30% de O, (Garcia-Ortiz et al., 2018).
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Como se menciond en la introduccién, en las células el glutatién existe en dos formas, la reducida
(GSH) y la oxidada (GSSG). Ante la presencia de radicales de oxigeno, dos moléculas de GSH
transfieren electrones a la molécula oxidante, resultando que las moléculas de GSH establecen un
enlace disulfuro para la formaciéon de una molécula de GSSG. Finalmente, el GSH es regenerado a
partir de GSSG por la accién de la glutatién reductasa (Marschall y Tudzynski, 2016). De esta
forma, la célula recicla el glutation, sin necesidad de sintetizarlo. Esto podria explicar por qué la
concentracién de glutation se mantuvo sin cambios en los conidios de este hongo. Es por esta
razoén que se intenté hacer la medicién en HPLC de las formas reducida y oxidada del glutatién, sin
embargo las moléculas no se pudieron medir en las muestras, lo cual se cree que se debid a la
degradacion de las moléculas durante el proceso de obtencidn de las muestras (figuras 12.2 a
12.11 de la seccion de anexos).

Los resultados de las concentraciones de glutatién total obtenidos con las cepas de
Cordyceps indicaron que el tratamiento genera condiciones de estrés oxidante. El caso de C
javanica CHE-CNRCB303 es muy interesante, ya que un sélo pulso aumentd la resistencia de los
conidios al estrés osmatico (Go), aunque las concentraciones de glutation no cambiaron. Por lo
tanto, si el glutatién estuviera involucrado en los mecanismos de defensa de esta cepa, las
respuestas de los conidios habrian sido similares a las observadas con B. bassiana Tacl.l
(incremento simultaneo de Go y Gr debido al tratamiento). Por el contrario, en C. javanica CHE-
CNRCB303 la resistencia al estrés térmico (Gr) y se afectd, contrastando con lo observado con B.
bassiana Tacl.l. Esto refuerza la idea de que en los conidios debe haber mas de un sistema de
respuesta al estrés. Ademas, después de la exposicion de los conidios a multiples pulsos
(evaluacién de la respuesta a largo plazo), la pérdida de calidad fue acompafiada por una
reduccion en las concentraciones de glutatidn, lo que indicé que el glutation puedo haber dejado

de funcionar como una via de defensa. Consistentemente, la disminucion de la calidad observada
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en los conidios de C. fumosorosea coincidié con la disminucion de la concentracidén de glutatidn.
Esto sugirid que el glutatidn, en este caso, fue insuficiente como mecanismo de defensa.

Estos resultados muestran coincidencia con las investigaciones que presentan evidencia de
que los cambios atmosféricos pueden causar estrés oxidante en B. bassiana al aumentar la
generacion de ERO (Garza-Ldépez et al., 2012; Pérez-Guzman et al., 2016). Algunos estudios
moleculares, como la medicidn de la actividad de los factores de transcripcién AtfA o VosA,
podrian ayudar a comprender los mecanismos de respuesta al estrés de los conidios libres, ya que
desempenan un papel en la resistencia a las condiciones de estrés (Bayram et al., 2010; Hagiwara
et al., 2016; Krijgsheld et al., 2013; Niy Yu, 2007; Van Leeuwen et al., 2013).

Por otro lado, la metodologia experimental propuesta en este trabajo para medir las
caracteristicas de calidad de los conidios libres fue efectiva, especialmente como un medio para
identificar y comparar los efectos de los diferentes tratamientos con oxigeno. En el caso de la
resistencia al estrés osmatico, se tuvo un a, de 0.96 en el medio agar-agua y de 0.98 en el medio
ADS (ambos suplementados con NaCl), por lo que se esperaba que se afectara la germinacion (G) o
la viabilidad (V) en todas las cepas, ya que se conoce que valores de a. por debajo de 0.98
afectan el crecimiento de B. bassiana (Nufiez-Gaona et al., 2010). Ademas, en las pruebas de
resistencia al estrés térmico (Gry V1), el método (40°C, durante 1 h) fue efectivo, pues se logré
disminuir la germinacién y la viabilidad de los conidios al ser sometidos al tratamiento térmico,
permitiendo ver las diferencias entre los conidios control y los sometidos a los pulsos oxidantes
(21 vs 26% de oxigeno). Estos métodos podrian considerarse como pruebas de rutina para evaluar
la calidad de los conidios en los ensayos de laboratorio, incluso a escala comercial.
Adicionalmente, la estrategia propuesta en este trabajo para mejorar la calidad de los conidios
libres de hongos entomopatdgenos, podria aplicarse a los conidios recolectados para productos

comerciales, incluso en conidios almacenados durante mucho tiempo para determinar si se
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observan los mismos fendmenos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que los efectos
dependen de la especie y de la dosis.

Finalmente, este trabajo es un primer esfuerzo para determinar si los conidios de los
hongos entomopatdgenos podrian responder al ser tratados directamente con pulsos oxidantes.
En resumen los resultados indicaron que:

v" Los pulsos con 26% de oxigeno generan condiciones de estrés oxidante en los
conidios.

v El glutatién presente en los conidios funciona como un mecanismo de defensa
ante el estrés oxidante.

v" Los conidios responden al estrés oxidante y modifican sus caracteristicas de
calidad.

v' La estrategia propuesta en esta investigacion es efectiva para mejorar la calidad

de los conidios de M. robertsii Xoch8.1y B. bassiana Tac1.1.

10. CONCLUSIONES
¢ Se puede inducir proteccion cruzada en lo conidios con el método propuesto.

+»+ Los cambios en las concentraciones de glutatién inducidos con los pulsos, indican que la
calidad de los conidios libres se modifica al someterlos directamente a condiciones de
estrés oxidante.

+» Sin embargo, la respuesta dependera de la especie de hongo que se trate y de la dosis del

tratamiento.
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11. PERSPECTIVAS

11.1 Estudios de biologia molecular

Medir los cambios en la actividad de factores de transcripcién que estan asociados con
procesos de maduracion y resistencia al estrés en conidios (por ejemplo, VosA o AtfA).

Analisis transcriptémicos de conidios sometidos al tratamiento.

11.2 Estudios bioquimicos

Medicidn en los conidios de la actividad de enzimas asociadas a las sintesis de glutatién
como la y-glutamilcisteina sintetasa o la glutation sintetasa.

Medicidn en los conidios de la actividad de la glutatién reductasa, enzima asociada con la
regeneracién de glutation reducido.

Medicion en los conidios de la actividad de enzimas asociadas con la resistencia al estrés
como la superdxido dismutasa o la catalasa.

Implementacion de algin método para medir el estado 6xido-reduccién de los conidios.

11.3 Aplicacion

Evaluar el método con conidios obtenidos de sustratos usados en la produccidn a escala
comercial como arroz.

Determinar el efecto del tratamiento en productos comerciales.
Analizar si el tratamiento prolonga la vida de anaquel de los conidios.

Determinar si el tratamiento puede ser efectivo en conidios almacenados por largo
tiempo.
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13. ANEXOS

13.1 Determinacién del indice de conidiacién (/c).

El primer paso para realizar la determinacion del indice de conidiacidon (Ic) es que una vez

conocida la concentracidon de las suspensiones de conidios para los indculos, en unidades de

conidios por volumen de Tween 80 (con/mL), ésta concentracion debe transformarse a unidades

de 4rea (con/cm?). Para ello se hicieron las determinaciones siguientes:

Se determind el area superficial en las botellas seroldgicas utilizadas como unidades
experimentales (UE), cuya base es circular. Por lo tanto, se utilizd la ecuacién para
determinar el area de un circulo: A= 1ir?, en donde A es el drea circular a determinar;
ni= 3.14159... (Constante matematica); y r= radio.

Las UE tienen un radio de 2.35 cm, por lo tanto el drea superficial del medio sobre el

cual se colocan los inéculos corresponde a:

A=1(2.53)%= 17.349 cm?

Por otra parte, las suspensiones iniciales de conidios tienen una concentracién tedrica
de 1 x 10% con/mL, de éstas se toman como indculo solamente 100 pL de la
suspension. Esto equivale a:

100 pL (1 x 108 con/1000 pL)= 1 x 107 conidios.

Por lo tanto 1 x 107 conidios son inoculados en 17.349 cm?. Asi,
1 X 107 conidios/ 17.349 cm?=5.76 x 10° con/cm?
Este valor corresponde a la concentracién inicial (Ci) en la ecuacidn utilizada para el

célculo del Ic.
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En la tabla 1 se presentan las los datos de las suspensiones de conidios realizadas para el
experimento 1. Se muestra la concentracion de cada una de ellas en con/ml y su trasformacién a

con/cm>.

Tabla 13.1 Concentracion de las suspensiones de conidios para los indculos del experimento 1.

Hongo Concentracion de la Concentracion del inéculo o Ci
suspensién (con/mL) (con/cm?)

M. robertsii Xoc8.1 1.05 x 108 6.05 x 10°

B. bassiana Tacl.1 (A) 1.25 x 108 7.21x10°

B. bassiana Tacl.1 (B) 1.00 x 108 5.76 x 10°

C. javanica CHE-CNRCB303 1.08 x 108 6.20 x 10°
C. fumosorosea ARSEF3302 1.05 x 108 6.05 x 10°

A: Corresponde a cuando los pulsos iniciales se realizaron a las 120 y 144 h de cultivo. B: Corresponde a
cuando los pulsos iniciales se realizaron a las 240 y 312 h de cultivo.

Con los datos de concentracion del indculo vy los valores de concentracidn de conidios (C)
en cada tiempo de conteo (ya en unidades de con/cm?), se procedié a determinar los Ic con la
ecuacioén Ic = C/Ci. En las tablas 2 a 6 se presentan los resultados obtenidos en ambas condiciones

atmosféricas de estudio (21 vs. 26 0 30% de O).

Ejemplo de cdlculo

Por ejemplo, si se considera la réplica # 2 de las 240 h de cultivo (tabla 2), en las
condiciones con 21% de O,, el valor de produccién fue de 6.63 x 10’con/cm?. Por lo tanto, la

ecuacion Ic = C/Ci queda:

Ic= 6.63 x 107 con/com?/ 6.05 x 10° con/com?= 109.52
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Tabla 13.2 Determinacion de los Ic de M. robertsii Xoch8.1 para el experimento 1.

# de
Réplica | Tiempo (h)

Concentra

en 21% de O,

cion (C)

Concentracion (C)
en 30% de O;

Ica1y

Ic3oy

(con/cm?) (con/cm?)

Ci** 0 6.05E+05 6.05E+05| 1.00 1.00
1 120 8.07E+07 133.33 0.00
2 120 8.36E+07 138.10 0.00
3 120 7.49E+07 123.81 0.00
1 144 1.67E+08 6.34E+07 | 276.19 | 104.76
2 144 1.73E+08 5.76E+07|285.71| 95.24
3 144 1.61E+08 4.90E+07 | 266.67 | 80.95
1 168 1.35E+08 9.80E+07|223.81| 161.90
2 168 1.24E+08 7.78E+07 | 204.76 | 128.57
3 168 1.44E+08 1.24E+08 | 238.10| 204.76
1 216 1.01E+08 4.47E+08 | 166.67 | 738.10
2 216 1.76E+08 1.53E+08 | 290.48 | 252.38
3 216 1.82E+08 1.64E+08 | 300.00| 271.43
1 240 3.46E+07 9.80E+07 | 57.14| 161.90
2 240 6.63E+07 7.78E+07 | 109.52 | 128.57
3 240 4.32E+07 1.24E+08 | 71.43| 204.76

**Para ambas condiciones atmosféricas (21% vs. 30% de O3) el valor de Ci es el mismo ya que se parte de la

misma suspensién de conidios. A las 120 h de cultivo fue cuando se inicié el pulso oxidante, por esa razén no

hay datos para las condiciones con 30% de O».
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Tabla 13.3 Determinacion de los Ic de B. bassiana Tacl.1 para el experimento 1 (cuando los

# de

Réplica

pulsos iniciales se realizaron a las 120 y 144 h de cultivo).

Tiempo (h)

Produccion (C)
en 21% de O,
(con/ecm?)

Produccion (C)
en 26% de O,
(confcm?)

Ica1y

Ic26%

i** 0 7.21E+05 7.21E+05| 1.00 1.00
1 120 1.73E+08 240.00 0.00
2 120 1.96E+08 272.00 0.00
3 120 1.53E+08 212.00 0.00
1 144 4.27E+08 1.96E+08 | 592.00 272.00
2 144 4.29E+08 1.87E+08 | 596.00 260.00
3 144 3.37E+08 2.22E+08 | 468.00 308.00
1 168 5.07E+08 6.63E+07 | 704.00 92.00
2 168 4.32E+08 1.30E+08 | 600.00 180.00
3 168 3.63E+08 1.93E+08 | 504.00 268.00
1 216 1.18E+08 2.08E+08 | 164.00 288.00
2 216 2.13E+08 1.56E+08 | 296.00 216.00
3 216 1.64E+08 2.16E+08 | 228.00 300.00
1 240 6.72E+08 1.82E+08 | 932.00 252.00
2 240 6.02E+08 2.68E+08 | 836.00 372.00
3 240 6.05E+08 3.57E+08 | 840.00 496.00

**Para ambas condiciones atmosféricas (21% vs. 26% de O3) el valor de Ci es el mismo ya que se parte de la

misma suspension de conidios. A las 120 h de cultivo fue cuando se inicié el pulso oxidante, por esa razén no

hay datos para las condiciones con 26% de O,.
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Tabla 13.4 Determinacion de los Ic de B. bassiana Tacl.1 para el experimento 1 (cuando los

# de

Réplica

pulsos iniciales se realizaron a las 240 y 312 h de cultivo).

Tiempo (h)

Produccion (C)
en 21% de O,
(con/ecm?)

Produccion (C)
en 26% de O,
(confcm?)

Ica1y

Ic26%

P** 0 5.76E+05 5.76E+05 1.00 1.00
1 240 1.79E+08 310.00 0.00
2 240 1.61E+08 280.00 0.00
3 240 1.44E+08 250.00 0.00
1 264 4.44E+08 3.72E+08 | 770.00 645.00
2 264 3.00E+08 3.92E+08 | 520.00 680.00
3 264 3.14E+08 4.35E+08 | 545.00 755.00
1 312 1.73E+08 300.00 0.00
2 312 1.93E+08 335.00 0.00
3 312 3.54E+08 615.00 0.00
1 336 3.20E+08 2.28E+08 | 555.00 395.00
2 336 2.16E+08 2.39E+08 | 375.00 415.00
3 336 2.54E+08 2.08E+08 | 440.00 360.00
1 336 2.10E+08 2.71E+08 | 365.00 470.00
2 336 1.82E+08 1.87E+08 | 315.00 325.00
3 336 1.64E+08 2.56E+08 | 285.00 445.00
1 408 1.50E+08 1.30E+08 | 260.00 225.00
2 408 1.64E+08 1.27E+08 | 285.00 220.00
3 408 1.24E+08 1.41E+08 | 215.00 245.00

**Para ambas condiciones atmosféricas (21% vs. 26% de O:2) el valor de Ci es el mismo ya que se parte de la

misma suspensién de conidios. A las 240 y 312 h de cultivo fue cuando se inicié el pulso oxidante, por esa

razén no hay datos para las condiciones con 26% de Oa.
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Tabla 13.5 Determinacion de los Ic de C. javanica CHE-CNRCB303 para el experimento 1 (cuando

# de

Réplica

los pulsos iniciales se realizaron a las 144 y 240 h de cultivo).

Produccion (C)

Tiempo (h) en 21%

de O,

(con/ecm?)

Produccion (C)
en 26% de O,
(confcm?)

Ica1y

Ic26%

i** 0 6.20E+05 6.20E+05| 1.00 1.00
1 144 1.76E+08 283.72 0.00
2 144 2.02E+08 325.58 0.00
3 144 2.16E+08 348.84 0.00
1 168 2.74E+08 2.71E+08 | 441.86 437.21
2 168 2.77E+08 2.94E+08 | 446.51 474.42
3 168 3.00E+08 3.08E+08 | 483.72 497.67
1 240 2.19E+08 1.99E+08 | 353.49 320.93
2 240 2.10E+08 1.79E+08 | 339.53 288.37
3 240 1.70E+08 2.02E+08 | 274.42 325.58
1 264 1.33E+08 1.30E+08 | 213.95 209.30
2 264 1.24E+08 1.15E+08 | 200.00 186.05
3 264 1.64E+08 1.87E+08 | 265.12 302.33
1 336 1.30E+08 1.33E+08 | 209.30 213.95
2 336 1.56E+08 1.21E+08 | 251.16 195.35
3 336 1.76E+08 1.27E+08 | 283.72 204.65

**Para ambas condiciones atmosféricas (21% vs. 26% de O3) el valor de Ci es el mismo ya que se parte de la

misma suspension de conidios. A las 144 h de cultivo fue cuando se inicié el pulso oxidante, por esa razén no

hay datos para las condiciones con 26% de O,.
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Tabla 13.6 Determinacion de los Ic de C. fumosorosea ARSEF3302 para el experimento 1 (cuando
los pulsos iniciales se realizaron a las 144 y 240 h de cultivo).

# de Produccion (C) Produccion (C)

Réplica | Tiempo (h) en 21% de O, en 26% de O, lcaay Ica6%
(con/ecm?) (confcm?)

i** 0 6.05E+05 6.05E+05| 1.00 1.00
1 144 6.34E+07 104.76 0.00
2 144 6.34E+07 104.76 0.00
3 144 6.92E+07 114.29 0.00
1 168 9.22E+07 7.21E+07 | 152.38 119.05
2 168 9.22E+07 8.07E+07 | 152.38 133.33
3 168 8.65E+07 7.21E+07 | 142.86 119.05
1 240 1.15E+08 1.47E+08 | 190.48 242.86
2 240 1.15E+08 1.21E+08 | 190.48 200.00
3 240 1.12E+08 1.07E+08 | 185.71 176.19
1 264 1.01E+08 6.92E+07 | 166.67 114.29
2 264 9.22E+07 5.76E+07 | 152.38 95.24
3 264 8.07E+07 6.92E+07 | 133.33 114.29
1 336 6.34E+07 6.34E+07 | 104.76 104.76
2 336 7.49E+07 6.63E+07 | 123.81 109.52
3 336 5.76E+07 8.65E+07 | 95.24 142.86

**Para ambas condiciones atmosféricas (21% vs. 26% de O3) el valor de Ci es el mismo ya que se parte de la
misma suspension de conidios. A las 144 h de cultivo fue cuando se inicié el pulso oxidante, por esa razén no
hay datos para las condiciones con 26% de O,.
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13.2 Cromatogramas obtenidos para la medicidn de del nivel de glutation oxidado y reducido en
las muestras.
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Figura 12.1 Cromatograma obtenido con el PBS. Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase movil
acetonitrilo: KH2PO4(1:99). Detector de Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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Figura 12.2 Cromatograma obtenido con los conidios control (21% de O:)de M. robertsii Xoch 8.1, en la

respuesta a corto plazo, para la determinaciéon de glutatién oxidado y reducido. Método de lisis a). Columna
Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase mévil acetonitrilo: KH2PO4(1:99). Detector de Arreglo de Diodos, lectura
2210 nm.
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Figura 12.3 Cromatograma obtenido con los conidios sometidos a pulsos oxidantes (26% de 02) de M.

robertsii Xoch8.1, en la respuesta a corto plazo, para la determinacion de glutatidon oxidado y reducido.
Método de lisis a). Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo: KH2PO4 (1:99). Detector
de Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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Figura 12.4 Cromatograma obtenido con la muestra de conidios control (21% de O2) de B. bassiana Tacl.1.

Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo: KH2PO4 (1:99). Detector de Arreglo de
Diodos, lectura a 210 nm.

0.35-

030-

n20-
015-

010-

0.0s5-

0.00-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.s0 1.00 1.50 200 250 3.00 350 400 450 5.00 550 600 650 T.00 7.50 &.00 850 Q.00 950 1000 10s0 11.00

B9 Minutes, 0.2459 AL Minutes
Figura 12.5 Cromatograma obtenido con la muestra de conidios control (21% de O2) de C. javanica CHE-

CNRCB303. Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo: KH2PO4 (1:99). Detector de
Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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Figura 12.6 Cromatograma obtenido con la muestra de conidios control (21% de O;) de C. fumosorosea
ARSEF3302. Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo: KH2PO4 (1:99). Detector de
Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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Figura 12.7 Cromatograma obtenido con la muestra de conidios control (21% de O2) de M. robertsii Xoch8.1.
Rompimiento de conidios con N2 liquido. Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo:

KH2P04(1:99). Detector de Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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de M. robertsii Xoch8.1. Rompimiento de conidios con N2 liquido. Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm).
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Figura 12.9 Cromatograma obtenido con la muestra de conidios control (21% de O2) de B. bassiana Tacl.1.
Rompimiento de conidios con N2 liquido. Columna Hydro-RP (150 mm x 4.6 mm). Fase movil acetonitrilo:
KH2PO4(1:99). Detector de Arreglo de Diodos, lectura a 210 nm.
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13.3 Resultados de la determinacion del a,, de los medios utilizados para realizar las pruebas de
resistencia a estrés osmético (Vo y Go).
La determinacidn de la resistencia a estrés osmatico se realizd por dos métodos: 1. Por conteo de

UFC (Vo) utilizando el medio Agar Dextrosa Sabouraud (ADS). 2. En términos de germinacion (Go)
usando el medio Agar-agua 1.5%. Ambos medios fueron adicionados con NaCl hasta tener una
concentracién final de 0.5 M. En la tabla 7 se pueden ver los resultados que se obtuvieron de la
medicion de actividad de agua (aw) de los medios solos y de los medios adicionados con la sal. Se

utilizé agua destilada como calibrador del equipo de medicién (AQUALAB CX-2).

Tabla 12.7. Determinacion del a,, de los medios de cultivo usados para determinar la resistencia
a estrés osmotico.

T ——i
estandar
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0.9977 . 0.001
0.9986
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Adverse environmental conditions (e.g. high temperature, high osmotic pressure, atmospheric changes, solar
Conidia quality radiation, ete.) reduce the efficacy of conidia from entomopathogeni ¢ fungi used for bidogical contral. Strategies
mt conidia to improve the quality traits of conidia include the introduction of sub-lethal stress treatments applied to fungal
Elmnﬂmz:ct' mycelium, which canimprove the resistance of generated conidia to several stress factors, This work presents for
Su:: profection the first time evidence that free conidia of Metarhizium roberssii Xoch8.1, Benuveria bassiana Tacl.1 and Cordyceps

Javanica CHE-CNRCE303, subjected directly to oxidant pulses (26% 0,), had increased osmotic stress resistance
compared to control conidia (maintained at 21% Oy). In addition, germination and thermotolerance improved in
conidia of M robertsii Xoch8.1 and B bassiona Tacl.1. Oaly one pulse was enough to observe these positive
effects on the stress tolerance of the free conidia. However, the Cordyceps genus showed an extreme sensitivity to
the treatment, since the quality dim inished for Cordyceps fumosorosea ARSEF3302, and in the case of C. javanica
CHE-CNRCB303 the reatment affected those tolerance features. In addition, changes in the level of glutathione
in the conidia indicated that the treatment could generate oxidative stress, which affects quality. In conclusion,
despite the low metabolic activity in free conidia in a latency state, these responded to 26% O, pulses, mod ifying
quality traits and in some cases, inducing cross protection in a species-dependent response. The information of
this research could be tested in harvested conidia used in the preparation of formulations for biological control.

1. Introduction et al., 2016). In addition, defense mechanisms of insects include be-

havioral responses that increase body temperature, grooming and

The use of biopesticides has increased in agricultural production,
which has helped to mitigate some of the problems that have arisen
from over use of chemical pesticides (Duc et al, 2015; Miranda-
Herndndez et al., 2016). These include damage to human health (Allen
and Levy, 2013; Kamel, 2013) and the environment (Jennings and Li,
2014; Smalling et al., 2013), and the development of resistance (Lai and
Su, 2011). Conidia of entomopathogenic fungi have been formulated in
several commercial biopesticide products, since they naturally infect
insects (Motta-Delgado and Murcia-Ordofiez, 2011; Rechcigl and
Recheigl, 1999; Singh et al., 2011). However, there are difficulties in
the application of these biopesticides, since adverse environmental
conditions affect the efficacy; these include high temperatures, solar
radiation (Inglis et al., 2001; Lacey et al., 2001), hypersaline and water
deficient environments that cause osmotic stress (Martinez-Villarreal

production of reactive oxygen species (ROS), all of which can prevent
infection (Inglis et al., 2001; Miranda-Hernidndez et al., 2016; Ortiz-
Urquiza et al., 2015; Vega et al., 2009).

The quality of a biological control agent can be defined as the ability
to function as intended after release in the field (Leppla, 1984). In the
case of entomopathogenic fungi, the factors that affect the quality must
be identified, as the quality traits in the conidia to persist in the field.
Aspects related to the sensitivity of conidia to adverse biotic and abiotic
factors are as important as efficient production and high virulence,
since those traits determine persistence in the environment (Posada and
Vega, 2005; Ravensberg, 2011). Hence, there is an outstanding interest
in finding treatments that improve the quality traits of en-
tomopathogenic fungal conidia, especially those amenable to mass
production. In this sense, the physical, chemical and nutritional

Abbreviations: 21%, Normal or control atmosphere; 26%, Oxygen-enriched atmosphere; Bb, B. bassiana Tacl.1; Cf, C. fumosorosea ARSEF3302; Cj, C. javanica CHE-
CNRCB303; G, Germination: Mr, M. robertsii Xoch8.1: OS, Resistance to osmotic stress; TS, Resistance to thermic stress
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conditions imposed during growth of fungi affect virulence against in-
sects, thermotolerance and resistance to UV-B radiation, etc. (Mufiz-
Paredes et al., 2016; Rangel et al., 2015). Similarly, by subjecting the
mycelium to a sub-lethal stress the conidia generated may acquire re-
sistance, not only against this stress factor, but also against other kinds
of stress factors, a phenomenon called “cross protection” (Miranda-
Herndndez et al., 2016; Rangel, 2011). Some investigations have shown
improvements in quality traits and/or production of conidia when
mycelia were treated with atmospheric pulses enriched in oxygen.
Tlecuitl-Beristain et al. (2010) observed that gaseous pulses comprising
26% oxygen enhanced the conidiation of Metarhizium lepidiotae. Garcia-
Ortiz et al. (2015), studying the same entomopathogenic fungus, found
that pulses up to 30% oxygen increased production of conidia and their
thermotolerance, although there was a critical exposure period during
which mycelia were responsive to those stimuli. Miranda-Herndndez
et al. (2014), working with Isaria fumosorosea ARSEF3302 and Isaria
Jjavanica CHE-CNRCB303 (before I fumosorosea CNRCB1) and now re-
classified as Cordyceps fumosorosea ARSEF3302 and Cordyceps javanica
CHE-CNRCB303 (Kepler et al., 2017), determined that oxidant pulses
increased the quality traits of conidia produced by both strains. How-
ever, Garza-Lopez et al. (2012) determined that exposure of Beauveria
bassiana to modified oxygen atmospheres (16% and 26%) generated
cellular damage. These results indicate that the treatment produces
oxidative stress and that the response of entomopathogenic fungi to
treatment varies by species.

On the other hand, during conidiogenesis in filamentous fungi such
as Aspergillus nidulans there are different changes during the maturation
phases of conidia, involving the activation of genes to synthesize ele-
ments of the cell wall of conidia, indicating that there is some activity in
these cells (Sewall et al., 1990). In fact, the conidium has a basal me-
tabolic activity; since it contains at least one mitochondrion and all the
machinery necessary to carry out respiration (Novodvorska et al., 2016;
Stade and Brambl, 1981).

Until now, effects of pulses of an oxygen-enriched atmosphere have
not been studied when applied directly on free conidia. The possibility
of improving quality traits of conidia using this strategy has advantages
over alternative approaches such as exposure of mycelia during mass
production, avoiding modifications to commercial mass production
systems.

The objective of this work was to determine and compare effects of
an oxygen-enriched atmosphere on quality traits of free conidia pro-
duced by different entomopathogenic fungi. Conidia responses to oxi-
dative stress conditions are marked by variations in glutathione levels,
a molecule used by cells to defend against this type of stress (Fahey
et al., 1975; Marschall and Tudzynski, 2016). Thus, glutathione levels
were determined in the conidia in every treatment.

2. Materials and methods
2.1. Microorganisms

The strain Cordyceps fumosorosea ARSEF3302 was obtained from the
Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungal
Cultures (ARSEF), Ithaca, New York; Metarhizium robertsii Xoch8.1,
Beauveria bassiana Tac1.1 and Cordyceps javanica CHE-CNRCB303 were
obtained from National Biological Control Reference Centre, Colima,
Mexico. These strains were deposited into the Culture Collection ENCB-
IPN WDCM449 with the identification numbers ENCB-MG-79, ENCB-
MG-80, ENCB-MG-81 and ENCB-MG-82 (C. fumosorosea, C. javanica, M.
robertsii and B. bassiana, respectively).

2.2. Recovery of free conidia
The fungi were grown at 27 + 2°C in Petri plates as described by

Tlecuitl-Beristain et al. (2010) on oat flour medium containing: oat
flour (Sol Campestre®, Productos del Campo, Mexico), 33.3 g/L; meat
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peptone (Bioxon, Mexico), 10 g/L; and bacteriological agar (Bioxon,
Mexico), 15g/L. Twelve Petri dishes were used for each strain, which
generated the batches of conidia necessary to have three independent
experimental replicates. After 8-9 days, conidia were harvested without
drying from each Petri dish by gently scraping the surface of the
medium with a sterile metal spatula. To standardize the quantity, a
volume of 0.5mL with the freshly harvested conidia were measured in
an Eppendorf tube and were transferred to serum bottles (120 mL;
Distbrand, Mexico City, Mexico).

2.3. Oxygen treatment of conidia

Two treatments were tested 1) normal or control atmosphere (21%
0,) and 2) oxygen rich atmosphere (26% 0,) using a modification of
the technique described by Tlecuitl-Beristain et al. (2010). Briefly, for
each strain studied the control (21% O5) treatments were made as
follows: six bottles containing conidia were covered with cotton caps,
allowing free gaseous exchange over the experimental period. Si-
multaneously, another six bottles were covered with plastic stoppers
and sealed with Parafilm (American Can Co., Neenah, WI). The oxidant
pulses were then applied via a needle inserted through the plastic
stopper and oxygen-enriched gas was injected into the bottle for 1 min
(flow rate, 20 cm®/s). A second needle inserted through the stopper
allowed a purge of the flowing gas during this period, thus the atmo-
sphere was replaced in each pulse. The gas mixture used contained 26%
02 and 74% N» (Praxair Mexico). This procedure was carried out once a
day over four days (four oxygen-enriched pulses). These trials were
carried out at room temperature (25 *+ 6 °C).

2.4. Evaluation of effects oxygen-enriched pulses in conidia

Conidia were sampled for analysis 24 and 96h after the pulses
began; the 24 h samples only were exposed to a single pulse, and the
96h samples were subjected to four pulses; three bottles per fungal
species were taken from each experimental treatment. Twenty milli-
liters of cold phosphate-buffered saline (pH 7.0, 100 mM) (PBS) was
added to each bottle and agitated for 10 min using a magnetic stirrer.
The conidia concentration was determined using a Neubauer chamber
(Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, Germany) and reported as conidia per
mL. The resulting suspensions from each treatment were then used to
asses different quality traits of the conidia and to determine glutathione
levels as described below.

2.4.1. Quality tests

Variations in quality of the conidia were determined by changes in
the germination (G), resistance to osmotic stress (OS) and resistance to
thermic stress (TS), as previously described (Garcia-Ortiz et al.,, 2015;
Miranda-Herndndez et al., 2014; Mudiz-Paredes et al., 2016; Tlecuitl-
Beristain et al., 2010). All tests were performed in triplicate. From
suspensions with PBS, new suspensions (1 x 10° conidia/mL) were
prepared using 0.05% Tween 80 to dilute and then placed in 1.5mL
Eppendorf tubes.

2.4.1.1. Germination (G). Germination was determined by inoculating
30uL of the conidial suspensions (1 x 10° conidia/mL) from each
strain, and from each atmospheric treatment ontol.5% water agar
plates (Bioxon, Mexico). Each suspension came from a serological bottle
(independent experimental samples), so the test was performed in
triplicate. Plates were incubated at 27 = 2°C for 14h. Subsequently,
agar sections were cut from the medium and 100 conidia were counted
under a microscope (Boeco, Germany). A conidium was considered
germinated when the length of the germ tube was at least the size of the
diameter of the conidium (Ibrahim and Jenkinson, 2002). The results
are expressed as percent germination.

2.4.1.2. Resistance to osmotic stress (OS). This test was performed as
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was described in Section 2.4.1.1. But in this case, Petri dishes contained
1.5% agar and 0.5 M NaCl (Meyer, Mexico). The results are expressed as
germination percentage. The salt concentration gave a water activity
(a,) of 0.96, which was measured using an AQUALAB CX-2 water
activity device (Decagon Devices, Pullman, WA).

2.4.1.3. Resistance to thermic stress (TS). Similar suspensions (1 x 10°
conidia/mL) used for germination determination, were held at 40°C for
1h in a Thermomixer (Eppendorf, Germany). Then, germination was
assessed as described in Section 2.4.1.1. The results are also expressed
as germination percentage.

2.4.2. Assessment of glutathione levels

The glutathione levels in the conidia were determined using a
Glutathione Assay Kit (Sigma Aldrich®). Previously, conidia were sub-
ject to mechanical lysis as described below.

2.4.2.1. Lysis of conidia. Samples were prepared to determine
glutathione levels by rupturing the conidia by mechanical lysis, as
described by Nandakumar and Marten (2002), with some
modifications. First, 1 mL of the conidia stock suspensions in PBS
(Section 2.4), were pipetted into previously weighed 1.5 mL Eppendorf
tubes. The tubes were centrifuged at 6000xg for 10min. The
supernatants were removed and the tubes plus the conidia were
weighed, and the weight of conidia in each tube calculated. These
values were used to calculate the final level of glutathione in the
samples (uUM/g). Next, 100 pL of 5% 5-Sulfosalicylic Acid Solution were
added to each tube and the pellets were re-suspended by vortexing. The
resulting suspensions were transferred into 2ml Eppendorf tubes
containing 50 mg of glass beads. The mixtures were agitated in a
Mini-BeadBeater (BioSpec, USA) at top speed for 20min (repeated
cycles of 30 s, followed by 30 s cooling on ice). After the rupture cycles
were completed, the corresponding determinations were completed
according to manufacturefs instructions provided with the kit as
mentioned below.

2.4.2.2. Glutathione assay kit. The measurement is based on a kinetic
assay in which reduced glutathione (GSH) catalyzes a continuous
reduction of 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) to TNB; the
glutathione disulfide GSSG formed is recycled by glutathione reductase
and NADPH. The GSSG present will also react to give a positive value in
this reaction. The yellow product, 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) was
quantified spectrophotometrically at 412nm. The kit allows
measurement of the level of total glutathione in the samples.

2.5. Statistical analysis

A student ttest (a = 0.05) was used to compare the means of ger-
mination data in the conidia quality tests and the means from assess-
ment of glutathione levels (21 vs. 26% 04). The statistical program used
was Excel Data Analysis tool (2010). For our objective the ttest was
considerate applicable (Zivin and Bartko, 1976), since to see the effect
of the pulses, only the means from the 2 atmospheric conditions studied
were compared, at each sampling time and for each strain (21 vs. 26%
05).

3. Results

Fig. 1 shows the germination (G), resistance to osmotic stress (0S)
and resistance to thermic stress (TS) of the conidia of each fungus
studied and from the two atmospheric treatments. Results of germina-
tion tests (white bars) showed that each of the entomopathogenic fungi
revealed a different response to the oxygen treatment. Germination of
M. robertsii Xoch8.1 conidia (Fig. 1A) increased by 22% compared to
the control after a single oxidant pulse (sample taken at 24 h). In ad-
dition, germination was 24% higher than the control in the 96 h sample
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(total of four oxidizing pulses). Similarly, the treatment enhanced
germination of conidia of B. bassiana Tacl.1 (Fig. 1B): 17% higher than
the control after a single oxidative pulse (24 h), and up to 28% after
four oxidative pulses (96 h). On the other hand, the oxidant treatment
did not affect germination of conidia of either Cordyceps (Fig. 1C and
1D) after a single enhanced pulse. Nevertheless, after four pulses (96 h),
germination of C. javanica CHE-CNRCB303 conidia was reduced by
29%, while that of C. fumosorosea ARSEF3302 diminished 38% relative
to the control.

Several differences were detected in the germination of conidia
subject to osmotic (0S) and thermic (TS) stresses. Germination of the
control conidia (21% O3) of M. robertsii Xoch8.1 was lower (72% and
58%) on the osmotic stress (OS) medium than on the standard agar
medium at both sampling times, 24 h and 96 h, respectively. Likewise,
germination was lower after exposure to thermic stress (TS) (21% and
45% lower, respectively). These results show that both osmotic stress
and thermic stress damage the conidia. Comparing results from both
atmospheric conditions (08574, vs. 08254, and TS51q; vs. TS;49,), conidia
exposed to oxidant pulses, were more resistant to osmotic stress (63%
higher than the control after just one pulse). Conidia were also more
tolerant to thermic stress (17% higher than the control). Similarly, after
four pulses, conidia acquired higher tolerance to osmotic and thermic
stresses, 33% and 55% higher germination, respectively.

Germination of the control conidia (21% Oz) of B. bassiana Tacl.1
was 50% lower on the osmotic stress (OS) medium than on the standard
agar medium at both sampling times (24h and 96h). Likewise, ger-
mination diminished after exposure to thermic stress (TS) (60% and
67%, respectively after 24h or 96 h). Comparing results from both at-

mospheric conditions (OSz1a vs. OSzga; and TSz, vs. TSzees), conidia
exposed to oxidant pulses, were more resistant to osmotic stress (52%
higher than the control after just one pulse). Conidia were also more
tolerant to thermic stress (71% higher than the control). Likewise, after
four pulses, conidia were more tolerant to osmotic and thermic stresses,
the germination on the osmotic stress medium was 140% higher, and
128% higher after thermic stress relative to the control.

Germination of the control conidia (21% Oz) of C. javanica CHE-
CNRCB303 was lower on the osmotic stress (0S) medium than on the
standard agar medium at both sampling times, 24 h and 96h (95% and
67% lower, respectively). Similarly, in untreated conidia, germination
drastically reduced after exposure to thermic stress (TS) (88% and 74%,
respectively). Comparing results from both atmospheric conditions
(083145 Vs, OSqg, and TSaqq, vs. TSoge), conidia exposed to oxidant
pulses, were more resistant to osmotie stress (5-fold than the control
after just one pulse). On the contrary, conidia were less tolerant to
thermic stress (71% lower than the control). Notably, after four pulses,
conidia were less tolerant to osmotic and thermic stresses, the germi-
nation on the osmotic stress medium was 48% lower, and 44% lower
after thermic stress in comparison to the control.

Germination of the control conidia (21% Os) of C. fumosorosea
ARSEF3302 was lower on the osmotic stress (0S) medium than on the
standard agar medium at both sampling times, 24 h and 96 h (91% and
92% lower, respectively). Similarly, germination was lower after ex-
posure to thermic stress (TS) (92% and 99% lower, respectively).
Comparing results from both atmospheric conditions (OS24, vs. OS24,
and TSaqq; vS. TSage,), conidia exposed to oxidant pulses, were less re-

sistant to osmotic stress (78% lower than the control after just one
pulse). Likewise, conidia were less tolerant (79%) to thermic stress
relative to the control. Similady, after four pulses, conidia were less
tolerant to osmotic and thermic stresses, the germination on the os-
motic stress medium was 63% lower than the control, and 100% lower
after thermic stress.

The glutathione concentration was 76% higher in M. robertsii
Xoch8.1 conidia exposed to one oxygen pulse (24 h), which corresponds
with the observed improvements in the quality traits of these conidia.
Glutathione levels consistently reached a concentration 38% higher in
conidia exposed to four oxygen-enriched pulses (96h), with
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Fig. 1. Quality characteristics of conidia exposed to two oxidative treatments: control (21% oxygen); and oxygen-enriched (26% oxygen). A: results corresponding to
Mr: M. robertsii Xoch8.1, B: results corresponding to Bb: B. bassiana Tacl.1, C: results corresponding to Cj: C. javanica CHE-CNRCB303, D: results corresponding ro Cf:
C. fumosorosea ARSEF3302. G: Germination, OS: Resistance to osmotic stress, TS: Resistance to thermic stress. The vertical line separates the two sampling times: 24 h
and 96 h. “Indicates a statistically significant difference (P_<_0.05) between treatments (21% vs. 26%a).
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Fig. 2. Relationship between changes in conidia quality traits and glutathione levels of M. robertsii Xoch8.1 after one (24h) and four (96 h) oxygen-enriched
treatment. Treatments include 1. 21% oxygen (control) and 2. 26% oxygen. G: Germination, OS: Resistance to osmotic stress, TS: Resistance to thermic stress.
Glutathione concentrations correspond to the average of four replicates and the standard deviation is indicated { = ).
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corresponding improvements in the quality parameters measured
(Fig. 2). In contrast, glutathione levels in B. bassiana Tacl.l conidia
(Fig. 3) remained unchanged for both treatments (24h and 96h).
Nevertheless, in all cases the quality traits of the conidia improved due
to the treatment.

Fig. 4 shows that the glutathione levels did not change in conidia of
C. javanica CHE-CNRCB303, following a single oxidative pulse (24h).
However, after four pulses (96h) the glutathione concentration in C.
Jjavanica CHE-CNRCB303 conidia decreased by 40%, corresponding to
the observed overall decline on the quality traits of the strain. In the
case of C. fumosorosea ARSEF3302 (Fig. 5), glutathione levels in conidia
dropped 16% after a single pulse and quality traits were impacted for

all parameters measured. An 81% drop in glutathione levels occurred
after exposure to four pulses (96 h), with a corresponding reduction in

conidia quality.

4. Discussion

Fungal conidia responded differently to the oxidative treatment
applied in the current study. The results indicate the possibility of in-
ducing cross protection directly in free conidia of M. robertsii Xoch8.1
and B. bassiana Tacl.l, as resistance to both osmotic and thermal
stresses improved by applying pulses with 26% O, straight on the
conidia after harvesting. The occurrence of cross protection has been
observed previously if modified pulses are applied to vegetative stages
during fungal culture. For example, cross protection was generated
after subjecting the mycelium of C. fumosorosea ARSEF3302 and C.
Jjavanica CHE-CNRCB303 (previously I fumosorosea ARSEF3302 and L
fumosorosea CNRCB1) to pulses containing 26% O2; in both strains the
rate of germination, resistance to osmotic stress, thermotolerance and
infectivity increased (Miranda-Hernandez et al., 2014). Cross protec-
tion was also reported in M. lepidiotae after the application of pulses
containing even higher concentrations of O (30%) on mycelium, which
in turn improved thermotolerance and conidial yields (Garcia-Ortiz
et al, 2015). The nature of stress may be varied to induce cross pro-
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nitrogen starvation were more tolerant to both heat and UV-B. Even
heat shock induced resistance to UV-B radiation, as osmotic stress
promoted resistance to heat and UV-B radiation. Conidia produced
under oxidative stress generated by menadione had increased or un-
changed tolerances to heat or UV-B, respectively (Rangel, 2011; Rangel
et al.,, 2008).

On the other hand, the response by conidia of both Cordyceps strains
was very different, since those were more sensitive to the oxidant
treatment than M. robertsii Xoch8.1 and B. bassiana Tacl.l. After a
single pulse (24h) there was a positive effect on C. javanica CHE-
CNRCB303 resistance to osmotic stress, although there was a negative
effect on resistance to thermic stress. Thus, the effects on conidial
metabolism did not induce cross protection in those conidia. In addi-
tion, further exposure to oxygen-enriched pulses (96h) had a negative
effect on conidia quality. Conidia of C. fumosorosea ARSEF3302 were
strongly affected by exposure to all oxygen treatments. In addition to
the fact that conidia were obtained from different species, the con-
trasting response to our strategy could be explained since fungal conidia
have several stages of maturation after cell differentiation of phialide to
conidium (Sewall et al., 1990). This leads to differences in the chemical
composition and even in the synchronization to enter the dormant state
(Van Leeuwen et al., 2010; Wyatt et al., 2013); in fact, conidia exhibit
several types of dormancy and even may differ within a single genus
(Mysyakina et al., 2016).

It is interesting to note also that exposure of C. fumosorosea and C.
javanica mycelia to oxygenated pulses improved the quality traits
(Miranda-Herndndez et al., 2014); whereas exposure of free conidia had
to the opposite effect. Thus, there is a specific response depending on
the stage of fungal development exposed to oxidant conditions. Al-
though to generalize our findings to a particular fungus species, more
strains need to be assessed.

Measures of the quality traits showed that the metabolic responses
of some conidia were modified to cope with the adverse conditions in
their environment. According to some authors, conidia are dormant
structures without metabolic activity (Hagiwara et al,, 2016; Lamarre
et al, 2008; Taubitz et al., 2007). However, the proteome and

Fig. 5. Relationship between changes
9% h in conidia quality traits and glutathione
levels of C. fumosorosea ARSEF3302
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transcriptome of dormant conidia of some Aspergillus species show
minimal activity. For example, the proteome of A. fumigatus conidia
suggest that they contain molecules required for stress tolerance, in
addition to pyruvate decarboxylase and alcohol dehydrogenase, sug-
gesting that alcoholic fermentation plays a role during dormancy; al-
lowing the potential to immediately respond to an environmental sti-
mulus (Teutschbein et al., 2010). Furthermore, a few heat shock
proteins and other chaperons involved in the maturation of protein
complexes were also up-regulated in dormant A. fumigatus conidia (Suh
et al.,, 2012). Besides the transcriptome results, data suggest that dor-
mancy is associated with fermentation as an alternative to decreasing
the metabolic rate due to a reduction in the activity of ATP pumps and
anaerobic metabolism (Lamarre et al., 2008), since A. fumigatus conidia
respond to the concentration of oxygen in the environment (Taubitz
et al., 2007). Also, Aspergillus contains high transcript levels of catalase
genes, which might contribute to protection from oxidative stresses
under certain conditions (Hagiwara et al., 2016). The results found in
our research agree with this information, since the conidia responded to
the oxygen-enriched atmosphere and as a consequence they modified
some quality traits. However, the mechanisms to achieve this are un-
known until now.

Glutathione regulates physical properties associated with dormancy
in Neurospora crassa conidia (Fahey et al., 1975). In this context, our
results corroborated a direct relationship between glutathione levels
and the germination response of conidia following exposure to oxidant
conditions. In particular, for M. robertsii Xoch8.1 conidia some quality
traits were enhanced as the level of glutathione increased. These results
indicate that glutathione could play a role in cellular defense me-

chanisms against the possible oxidative stress generated bv the treat-
ment. Glutathione is the most abundant intracellular, non-enzymatic

system of ROS detoxification. This soluble tripeptide contains a free
thiol group, which allows the transfer of electrons to oxygen radicals
(Marschall and Tudzynski, 2016; Schafer and Buettner, 2001). Increases
in the concentration of glutathione due to oxidative pulses suggest a
biosynthetic activity as part of the defense mechanism of this fungus. In
fact, glutathione synthesis in conidia would require the enzymes y-
glutamylcysteine synthetase and glutathione synthetase (Schafer and
Buettner, 2001), whose activity could be analyzed in future works to
detail this mechanism.

In the case of B. bassiana Tacl.1l conidia, improvement in quality
traits was not accompanied by an increase in glutathione. This reveals
that apart from glutathione, other mechanisms could exist in conidia to
resist oxidative stress. This might be congruent with the fact that in
conidia there are transcription factors such as VosA or AtfA in abun-
dance and they play an important role in resistance to stress conditions
(Krijgsheld et al,, 2013; Van Leeuwen et al., 2010). In the strain B.
bassiana Tacl.1, one way to test if glutathione works as a defense me-
chanism would be to measure the possible activity of the enzyme glu-
tathione reductase. In the cells glutathione exists in two forms, the
reduced form (GSH) and oxidized form (GS5G). Two molecules of GSH
transfer electrons onto oxygen radicals, subsequently the GSH mole-
cules establish a disulphide bond for the formation of one GSSG mo-
lecule. Then, GSH is regenerated from GSSG by glutathione reductase
(Marschall and Tudzynski, 2016). In this way the cell recycles glu-
tathione, without the need to synthesize new molecules. This could
explain why the concentration of glutathione remained unchanged in
the conidia of this fungus.

The results obtained with the strains of Cordyceps provide another
suggestion that the treatment could be generating oxidative stress
conditions. The case of C. javanica is very interesting since like B.
bassiana, a single oxygen-enriched pulse increased the resistance of
conidia to osmotic stress conditions; however, glutathione concentra-
tions did not change. Therefore, if glutathione is involved in defense
mechanisms in this strain, the observed responses should have been
similar to those seen with B. bassiana. The fact that in C. javanica the
resistance to thermic stress was simultaneously affected contrasts with
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that obtained with B. bassiana. This reinforces the idea that in conidia
there must be more than one stress response system. Conversely, fol-
lowing exposure of conidia to multiple oxygen-enriched pulses (96h)
the loss of quality was accompanied by a reduction in the levels of
glutathione, indicating that glutathione may have ceased to function in
a defense pathway.

Consistently, the decline in quality traits seen in C. javanica coin-
cided with the reduction in glutathione compared to the control. This
suggests that if this strain has mechanisms to protect cells against stress,
those were insufficient to counteract the imposed challenge. These re-
sults are consistent with some works showing evidence that atmo-
spheric changes may cause oxidative stress in B. bassiana by increasing
generation of ROS (Garza-Lépez et al, 2012; Pérez-Guzmdan et al.,
2016). In our study, the Cordyceps strains were affected by multiple
exposures to the oxidative treatment. Molecular studies, for example
the measurement of the activity of transcription factors such as AtfA or
VosA, could help to understand the stress response mechanisms of free
conidia, since they play a role in resistance to stress conditions (Bayram
et al., 2010; Hagiwara et al., 2016; Krijgsheld et al., 2013; Ni and Yu,
2007; Van Leeuwen et al., 2013).

The experimental methodology used to measure the quality features
of free conidia was effective, especially as a means of identifying and
comparing effects of the different oxygen treatments. In the case of
resistance to osmotic stress, the culture medium used had an a,, = 0.96,
which was expected to affect germination in all the strains according to
reports showing that a, < 0.98 affected the growth of B. bassiana
(Nunez-Gaona et al., 2010). On the other hand, in the test of resistance
to thermic stress, the oxygen treatments also affected germination. This

method mav have utilitv as a routine test to evaluate conidia aualitv
after production in laboratory cultures or on a commercial scale.

This treatment to improve the stress tolerance of conidia of en-
tomopathogenic fungi could be applied to conidia harvested for com-
mercial products, even on conidia stored for along time to determine if
the same phenomena are observed. However, it is important to consider
that the effects are species-dependent and it would be necessary to
revise if the treatment affects other commercially-relevant character-
istics. Finally, this work is a first approach to determine if the free
conidia of entomopathogenic fungi could respond to the oxidative
pulses, leading to improvement in their quality characteristics.
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