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Resumen

Los efectos nocivos de los productos quimicos en la agricultura convencional y la creciente demanda de alimentos li-
bres de residuos téxicos, ha dado lugar al desarrollo de estrategias sostenibles con el medio ambiente. Una alternativa
eficaz para el manejo integrado de plagas en los cultivos agricolas son los bioplaguicidas formulados con estructu-
ras de microorganismos o a partir de la produccién de los compuestos activos. En este contexto, el presente trabajo
describe los procesos de produccién de Beauveria bassiana para la formulacién de bioplaguicidas de uso agricola. La
recoleccién de la informacion se realiz6 mediante una biisqueda sistematica en ResearchGate, Google Académico,
ScienceDirect y PubMed, empleando palabras claves como produccién, Beauveria bassiana, fermentacion sélida, fer-
mentacién liquida y metabolitos. A partir de los resultados de la investigacion se afirma que B. bassiana es uno de
los microorganismos con gran potencial para la produccién de bioplaguicidas, por el mecanismo de accién entomo-
patégeno y los metabolitos secundarios, que pueden ser utilizados para el control biolégico de insectos fitéfagos.
Asi mismo, en la produccién de B. bassiana se debe considerar un medio de cultivo rentable a gran escala, ademads
de controlar las variables ambientales como temperatura a 25 °C, humedad relativa 65-70%, pH de 5.4, tiempo de
propagacion entre 4 a 8 dias, y para el proceso de fermentacion liquida agitacién constante entre 200 a 400 rpm. Los
productos biolégicos representan una alternativa para minimizar el uso de plaguicidas sintéticos, reducir la contami-
nacién ambiental y garantizar la seguridad e inocuidad de los alimentos.

Palabras clave: Bioplaguicidas, Beauveria bassiana, fermentacién sélida, fermentacién liquida, metabolitos.
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Abstract

The harmful effects of chemicals in conventional agriculture and the growing demand for food free of toxic residues
has developed environmentally sustainable strategies. An effective alternative for integrated pest management in
agricultural crops are biopesticides formulated with microorganic structures or from the production of active com-
pounds. This paper describes the production processes of Beauveria bassiana for formulating biopesticides for agri-
cultural use. The information was collected through a systematic search in Research Gate, Google Scholar, Science
Direct and PubMed, using keywords such as production, Beauveria bassiana, solid fermentation, liquid fermentation
and metabolites. The results affirm that B. bassiana is one of the microorganisms with great potential to produce bio-
pesticides, due to the entomopathogenic mechanism of action and secondary metabolites, which can be used for the
biological control of phytophagous insects. Likewise, for the formulation of B. bassiana it should be considered a pro-
fitable culture medium for large-scale production, also the control of environmental variables such as temperature at
25 °C, relative humidity 65-70%, pH of 5.4, propagation time between 4 to 8 days, and for the liquid fermentation
process, a constant agitation between 200 to 400 rpm must be maintained. Biological products represent an alternative
to minimize the use of synthetic pesticides, reduce environmental pollution and ensure food safety and security.

Keywords: Biopesticides, Beauveria bassiana, solid fermentation, liquid fermentation, metabolites.
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Produccion de Beauveria bassiana para la formulacion de bioplaguicidas

1 Introduccion

Los cultivos agricolas se ven afectados de forma
negativa por bacterias, hongos, arvenses, insec-
tos y nematodos, ocasionando reducciones en el
rendimiento de las producciones (Thakur y col.,
2020). Desde 1960, los métodos de control de pla-
gas agricolas se realizaban mediante aplicaciones
de plaguicidas sintéticos, como el dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), seguido de otros plaguicidas
organofosforados y carbamatos (Kumar, 2012).

Las tecnologias de la revolucién verde contri-
buyeron a aumentar la produccién de los alimen-
tos a través de la agricultura intensiva, mediante
el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas (Ku-
mar y Singh, 2015). Sin embargo, los efectos adver-
sos como la degradacién de suelos, contaminacién
del agua, resistencia en los insectos y residuos té-
xicos en los alimentos (Lengai y Muthomi, 2018),
han impulsado la demanda de producir alimentos
saludables, disminuyendo el uso de los recursos
naturales, y fortaleciendo la agricultura sostenible
(Kumar, 2012).

La producciéon de bioplaguicidas microbianos
ha tomado un gran auge por la demanda de alimen-
tos libres de quimicos, siendo estos esenciales en la
agricultura orgénica (Mascarin y Jaronski, 2016).
Los bioplaguicidas generalmente estdn compuestos
de bacterias, virus, hongos y nematodos benéficos
con actividades quitinoliticas, entomopatégenas y
antagonistas, utilizados como controladores biol6-
gicos de fitopatégenos, insectos y nematodos fitéfa-
gos (Lengai y Muthomi, 2018).

Los analisis bioquimicos y genémicos han de-
mostrado que los metabolitos que producen los mi-
croorganismos tienen gran potencial en el control
biolégico de plagas (Luo y col., 2017). Los metabo-
litos identificados de Beauveria bassiana son beau-
vericina y bassiacridin de accién insecticida (Al
Khoury, Guillot y Nemer, 2019; Quesada-Moraga
y Vey, 2004), y son empleados para el control de Te-
tranychus urticae, Bemisia tabaci y Locusta migratoria;
oosporein con efectos antivirales y antibacteriales
en Enterococcus faecalis y Stenotrophomonas spp. (Jeffs
y Khachatourians, 1997), y bassianin como inhibi-
dor de la ATP (Patocka, 2016).
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Las tecnologias de formulacién de agentes de
control biolégico para el escalado comercial deben
considerar ciertos criterios para el proceso de pro-
duccién (Avila-Hernandez y col., 2020) como la es-
tabilizacién del microorganismo en la etapa de pro-
duccién, distribucién y almacenamiento; también se
deben proporcionar las condiciones propicias para
la aplicacién en campo (Dannon, Dannon y Douro,
2020). Se deben realizar evaluaciones de la persis-
tencia después de la aplicacién, y la adaptacion
a condiciones ambientales sin alterar las propie-
dades fisicoquimicas del microorganismo (Avila-
Hernandez y col., 2020).

Los plaguicidas elaborados a partir de hongos
entomopatégenos se utilizan con frecuencia en los
programas fitosanitarios para controlar poblaciones
de insectos fitéfagos (Luo y col., 2014). Uno de los
hongos entomopatégenos con mayor relevancia en
el campo agricola es Beauveria bassiana, empleado
para controlar plagas como la broca del café (Hy-
pothenemus hampei), picudo negro en banano (Cos-
mopolites sordidus), pulgones y arafiitas rojas, entre
otras (Gerénimo y col., 2016; Al Khoury, Guillot
y Nemer, 2019; Avila-Hernédndez y col., 2020). Este
hongo es considerado un enemigo natural de insec-
tos en los ecosistemas, residuos de cosechas y en los
huéspedes colonizados (Marin y col., 2018).

Las formulaciones comerciales de Beauveria bas-
siana incluyen métodos artesanales como la fermen-
tacion en sustratos sélidos, en la cual el hongo se en-
cuentra inoculado en un sustrato y la aplicacién se
realiza mediante un filtrado de los conidios del mi-
croorganismo. En cambio, los métodos mas innova-
dores consisten en desarrollar formulaciones secas
y liquidas, impulsando el propagulo del hongo (co-
nidio o blastosporas). El proceso de secado se reali-
za por aspersion, secado al aire, secado rotativo en
tambor al vacio y secado en lecho fluidizado; estas
técnicas son empleadas para estabilizar los propa-
gulos de Beauveria bassiana a gran escala y que su vi-
da 1til sea satisfactoria (Mascarin y Jaronski, 2016).
De acuerdo con el andlisis de la problemaética del
uso de plaguicidas quimicos y la necesidad de pro-
ducir insumos amigables con el medio ambiente, se
ha realizado una revisién sistemaética que tiene co-
mo finalidad describir los procesos de produccién
de Beauveria bassiana para la formulacién de biopla-
guicidas de uso agricola.
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2 Metodologia

Se realiz6 una revision sistematica de 60 manuscri-
tos en buscadores especializados y bases de datos
de ResearchGate (18), Semanticscholar (10), Google
Académico (14), Springer (2), SciELO (2), ScienceDi-
rect (6) y PubMed (8), dedicando un tiempo apro-
ximado de 1920 horas en el proceso de btisqueda
bibliogréfica, revisién y redaccién cientifica. La in-
vestigacion se enfoc6 en el entomopatégeno Beau-
veria bassiana por el potencial biocida para el control
de insectos fitéfagos, y los procesos de produccién
in vitro y a escala comercial para la formulacién de
biopesticidas de uso agricola. La btisqueda se reali-
z0 en revistas como Journal of Applied Entomology,
Plant Protection Science, World Journal of Microbio-
logy and Biotechnology, Biology, Journal of Inver-
tebrate Pathology y otras como fuentes primarias;
y como fuentes secundarias en instituciones como
Servicio Nacional de Sanidad Agraria y empresas
que formulan o comercializan insecticidas que con-
tienen Beauveria bassiana. La informacién selecciona-
da corresponde a articulos publicados durante los
altimos 10 afios, con algunas excepciones conside-
radas por la relevancia aportada a la revision biblio-
gréfica.

3 Antecedentes de Beauveria bas-
siana como controladores biologi-
Cos.

El entomopatdégeno B. bassiana se observé por pri-
mera ocasién en los gusanos de seda, donde las
larvas tenfan una cubierta de color blanco en el
exterior con multiples inflorescencias que podian
contagiar a las larvas sanas en un corto periodo de
tiempo (Bassi, 1835). En el afio 1954, se reportaron
los primeros brotes de infeccién en acrididos, pero
fue en el afio de 1987 cuando se comprob¢ la pato-
genicidad del microorganismo en saltamontes bajo
condiciones de laboratorio (Inglis, Goettel y John-
son, 1993).

En los ultimos afios se han descubierto alrede-
dor de 700 especies de insectos hospederos del pa-
tégeno B. bassiana (Xiao y col., 2012). Este hongo
tiene la capacidad de infectar a los principales ta-
xones de insectos cuando encuentra las condiciones
adecuadas para inocular el huésped. Sin embargo,

los estudios relacionados con la patogenicidad de B.
bassiana se han centrado en los insectos considera-
dos plagas (Meyling y Eilenberg, 2007). La secuen-
cia del genoma de huéspedes infectados demostrd
que B. bassiana evolucioné a partir de insectos; tam-
bién se asume que la expresion de ciertos genes
de tipo proteasas y quitinasas estdn asociadas a las
funciones necesarias para la patogénesis de insectos
y la evolucién convergente (Xiao y col., 2012).

4 Potencial bioplaguicida de Beau-
veria bassiana.

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno uti-
lizado como controlador biolégico en plagas de cul-
tivos agricolas (Barcenilla, 2021). El patégeno ingre-
sa en los insectos a través de los conidios que se
adhieren a la cuticula del huésped. La formacién
del tubo germinativo y el apresorio permite la fija-
cién al tegumento del insecto por presion. La accién
de las enzimas hidroliticas de tipo lipasas, proteasas
y quitinasas ingresan al cuerpo del insecto por las
partes blandas (Lara-Juache y col., 2021). Las hifas
tienen contacto con la hemolinfa que contiene altos
contenidos de nutrientes, iniciando una etapa de ge-
macién de blastosporas unicelulares (Mascarin y Ja-
ronski, 2016). El hongo coloniza los tejidos internos
del insecto y durante este proceso liberan metaboli-
tos como beauvericina y bassiacridin que ayudan
a inhibir el sistema inmunolégico, facilitando el
ingreso hacia los érganos internos del huésped y
provocando su muerte (Figura 1) (Harith-Fadzilah,
Abd Ghani y Hassan, 2021). Los insectos infectados
muestran una cubierta algodonosa y polvorienta de
coloracién amarilla cremosa que recubre la parte
externa del huésped (Barcenilla, 2021).

En la etapa de colonizacioén, B. bassiana secreta
proteinas y enzimas que pueden ser utilizadas co-
mo fébricas celulares para la produccién de insu-
mos comerciales. La evaluacién de la actividad me-
tabolica, por secuenciaciéon completa del genoma,
expresa que B. bassiana posee un pangenoma abier-
to, con capacidad para colonizar diferentes hués-
pedes (insectos, nematodos y plantas). Ademads, se
identificaron 10366 genes que codifican para protei-
nas como proteasas y 145 enzimas activas de car-
bohidratos de tipo quitinasas, celulasas y hemicelu-
lasas (Vidal y Jaber, 2015).
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Figura 1. Proceso de infeccion de Beauveria bassiana en la cuticula de los insectos. (a) Estructuras de B. bassiana (b) Disemi-

nacién de conidios B. bassiana. (¢) Formacién del tubo germinativo en la superficie del cuerpo del insecto. (d) Formacién del

apresorio e ingreso de la hifa en la procuticula y epidermis. (e) Produccién de Blastosporas e invasion en hemocele. (f) Liberacion

de metabolitos secundarios. (g) Formacion de las estructuras del hongo (hifas, micelio y conidios) y liberacién al espacio exterior.
Fuente: figura elaborada por los autores.

La expresion génica de B. bassiana en el proceso
de inoculacién de insectos demuestran la presencia
de enzimas peroxidasas, trehalasa, lipasa, peptida-
sa, fosfatasa y liasa responsables de la degradacion
de la cuticula de los huéspedes. Las enzimas qui-
tinasas de B. bassiana hidrolizan los enlaces b de
polimeros de quitina en monémeros de N-acetil
b-D-glucosamina presentes en el exoesqueleto de
artropodos (Amobonye y col., 2020). La cuticula de
los insectos estd formada por lipidos superficiales
que actdan como una barrera protectora de paté-
genos. Sin embargo, las lipasas producidas por B.
bassiana contribuyen a la degradacién de la cuticula
del insecto (Salazar y col., 2020); estas son enzimas
solubles en agua que acttian sobre sustratos inso-
lubles que tienen la capacidad de hidrolizar trigli-
céridos y transformarlos a 4cidos grasos y glicerol.
Las proteasas entomopatdgenas acttian sobre la cu-
ticula del huésped y atacan el tejido debilitado por
acciones quitinoliticas (Amobonye y col., 2020).

La diversidad de toxinas producidas por B. bas-
siana puede ir desde compuestos simples como las
macromoléculas biolégicas, por ejemplo, dcido oxa-
lico, 2,6- piridindicarboxilico (4cido dipicolinico), y
compuestos de estructuras mas complejas de natu-
raleza peptidica ciclica y lineal como beauvericina,
bassiacridina, beauverdlidos y bassiandlidos (Bor-
ges y col., 2010). Las toxinas alteran la permeabili-
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dad natural y artificial de las membranas, inducen
la pérdida de liquidos de las células, producen cam-
bios en el nticleo durante los procesos de la muda y
metamorfosis, deforman las estructuras externas de
los insectos e interfieren en los procesos de fecun-
dacién (Patocka, 2016). Por ultimo, las enzimas li-
pasas, quitinasas, proteasas y amilasas degradan el
exoesqueleto del huésped y permite el ingreso del
hongo en sus tejidos internos (Cortés y Mosqueda,
2013).

5 Produccion in vitro de Beauveria
bassiana

Los procesos de produccién de conidios de B. bas-
siana pueden ir desde métodos muy simples a pro-
cesos que implican mayor tecnificacién (Vela y col.,
2019). El primer paso para la produccién de B. bas-
siana consiste en realizar aislamiento de las cepas
del microorganismo; para ello es importante de-
terminar la composicién del medio de cultivo y
los pardmetros 6ptimos para el crecimiento. Green-
field y col. (2016) afirma que las cepas de B. bassia-
na pueden cultivarse en agar glucosa, peptona de
soya, agar papa-dextrosa (PDA), agar de dextrosa-
Sabouraud (SDA) o agar harina de avena. Las tem-
peraturas 6ptimas para el crecimiento van desde
22-26 °C, alternando luz y oscuridad por ocho dias.
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En cambio, Bugti y col. (2018) manifiestan que se
debe realizar una suspension de esporas del mi-
croorganismo e inocular el medio de cultivo agar
dextrosa-Sabouraud (agar 20 g, peptona 10 g, dex-
trosa 40 g, potasio 0.5 mg, en 1000 mL de agua
destilada) e incubar a 24 £ 1 °C por doce dias.

El segundo paso consiste en comprobar la pato-
genicidad de B. bassiana a través de inoculaciones
de insectos sanos. Para ello se debe preparar sus-
pensiones de conidios en una solucién de Tween 80
al 0.05 %, con agitacién constante por cinco minutos,
y ajustar la concentracién de esporas y rociar los in-
sectos (Bugti y col., 2018). En la Tabla 1 se detallan
estudios realizados para comprobar la patogénesis
de B. bassiana en diferentes huéspedes.

6 Fermentaciones en sustratos soli-
dos
La producciéon de Beauveria bassiana en sustratos

sOlidos por reproduccién de conidios aéreos es el
método més utilizado a nivel comercial tanto para

pequeiias, medianas y grandes empresas dedicadas
a la produccién de bioplaguicidas (Feng, Poprawski
y Khachatourians, 2008). Los medios de cultivo para
la produccién de B. bassiana deben tener una com-
posiciéon de nutrientes y condiciones controladas
de pH, temperatura, luz, disponibilidad de agua
y mezcla de gases atmosféricos, pues son factores
cruciales para el crecimiento del microorganismo
y esporulacién (Patocka, 2016). El proceso de pro-
duccién consiste en inocular conidios de B. bassiana
en sustratos s6lidos nutritivos. La fermentaciéon en
sustratos sélidos bajo condiciones controladas pue-
den alcanzar rendimientos desde 4 x 10'2a 4 x 10"
conidioskg .

Los materiales mas utilizados para la fermenta-
cién en estado sélido es el arroz, cebada, trigo, cen-
teno, sorgo y maiz, (Jaronski, 2014). Asi mismo, los
desechos agroindustriales permiten reducir los cos-
tos de produccién y consumo de energfa. Un ejem-
plo de ello es la piel de papa y cédscara de arroz, en
condiciones 6ptimas de humedad 65-70%, tempe-
ratura 25 °C y tiempo entre 7 a 8 dias, permite al-
canzar una produccién de 1.3 x 10 esporas-g~! de
B. bassiana (Sala y col., 2021).

Tabla 1. Estudios realizados para comprobar la patogénesis de Beauveria bassiana en diferentes hospederos y su porcentaje de

mortalidad
Concentracion Hospederos Estados % de Referencia
conidios/ml P morfolégicos mortalidad
Lygus lineolaris
Anthonomus 77,47
1 x 108 signatus Adultos 60,35 Sabbahi, Merzouki y Guertin (2008)
Otiorhynchus 54,50
ovatus
1 x 107 Bemisia tabaci Adulto 67 Ruiz y col. (2009)
1.7 x 108 Ceratitis capitata Adulto 91,90 Mufioz, Rosa y Toledo (2009)
1 x 107 Bemisia tabaci Huevo 27 Ruiz y col. (2009)
1 x 108 Premnotrypes Larva 96 Garcia y col. (2013)
vorax
Ninfas 94
7 . .
2 x 10 Panonychus citri Adultos Alayo y Krugg (2014)
1 x 107 Hypothenemus Adulto 100 Gerénimo y col. (2016)
hampei
1 x 108 Helicoverpa zea Larva 100 Everton y col. (2016)
1 x 108 Tenebrio molito Larvas 100 Lépez-Sosa, Garcia-Gémez y Gaona (2018)
1 x 10° Rhynchophorus Adultos 43,33 Ledn, Campos y Arguelles (2019)
palmarum L.
4 % 1010 Monalonion Ninfas 84 Géngora y col. (2020)
velezangeli
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Otro factor importante son los contenedores de
fermentacién, estos pueden ser bolsas de plasticos
resistentes a altas temperaturas o grandes cdmaras,
considerando la aireacién ya que los propédgulos
requieren de un equilibrado intercambio de gases
para el crecimiento micelial. La produccién de co-
nidios aéreos se puede realizar a través de una o
dos etapas. La primera etapa consiste en realizar
la inoculacién del hongo directamente del sustrato
s6lido y la segunda etapa implica la produccién del
in6culo por fermentacién liquida y posterior la ino-
culacién en el sustrato sélido (Mascarin y Jaronski,
2016).

El sustrato debe estar previamente esterilizado
a 121 °C, 15 Ib de presién por 30 minutos, se ino-
cula el sustrato con la suspensién de conidios de B.
bassiana o con una proporcién de micelio. Los sus-
tratos inoculados se incuban a 25 °C por 7 dias y se
eliminan los sustratos contaminados (Lépez-Sosa,
Garcia-Gémez y Gaona, 2018). Por consiguiente, las
bolsas se agitan para oxigenar el inéculo y conse-
guir una mezcla homogénea, se incuba por 21 dias
a 24 °C (Monzo6n, 2001) conservando una humedad
relativa del 53 %. Una vez esporulado el hongo en
todo el sustrato, se realiza el proceso de secado a
temperaturas entre 16-20 °C por un periodo de 5
a 6 dias para reducir la humedad relativa al 15%
(Gémez y col., 2014).

El problema principal de la fermentacién sélida
es el escalado comercial, siendo el principal enfo-
que la produccién de un gran ntimero de conidios
de forma eficiente y econémica para reducir los cos-
tos de produccién y poder competir con los plagui-
cidas tradicionales (Rodriguez-Gédmez y col., 2017).
Por ello es importante utilizar sustratos y recipien-
tes de buena calidad, pero al mismo tiempo econé-
micos; y, ademads, vigilar de forma constante cada
uno de los procesos de produccion para evitar con-
taminaciones, realizando un correcto proceso de es-
terilizacién y manipulaciéon de los materiales. Los
sustratos y las condiciones ambientales para la fer-
mentacion sélida de Beauveria bassiana se muestran
en la Tabla 2.
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7 Fermentaciones en sustratos li-
quidos

El proceso de fermentacién liquida facilita el esca-
lado masivo para la formulacién de bioplaguicidas.
Este método permite tener un mejor control de las
variables ambientales y reducir los tiempos de pro-
duccién (Jaronski, 2014). Sin embargo, la implemen-
tacion a escala comercial requiere de una considera-
ble inversiéon en equipamiento para la produccién
masiva de micoinsecticidas, y es uno de los mé-
todos mds aplicados a escala comercial (Mascarin
y Jaronski, 2016).

La fermentacién liquida se puede realizar de
forma estacionaria o por fermentacién sumergida.
La primera produce micelios y conidios aéreos, por
el contrario, la segunda opcién produce blastospo-
ras, conidios de microciclo, o microesclerocios en
un medio liquido agitado y aireado (Jaronski, 2014).
Los medios de cultivo deben ser ricos en nutrientes
con altas concentraciones de carbono y nitrégeno
para inducir la produccién de blastosporas o co-
nidios. Una relacién de C:N 6ptima induce el cre-
cimiento del hongo bajo condiciones controladas
(Pham y col., 2009).

Segtin Garcia y col. (2013) el medio de culti-
vo SDA (Sabouraud dextrose agar) proporciona nu-
trientes adecuados para el desarrollo de B. bassiana
en un periodo de incubacién de 15 dfas a 30 °C. Asi
mismo, Pham y col. (2009) sefialan que los in6culos
de conidios para medios de cultivos liquidos se de-
ben obtener a partir de cultivos esporulados de dos
semanas de edad en Agar Papa Dextrosa (PDA) a
una temperatura de 25 £ 1 °C. La cosecha de los co-
nidios se realiza mediante un raspado del in6culo
con una solucién de tween 80 al 0,02% (Lee y col,,
2016). Se inoculan los matraces que contiene medio
de cultivo liquido con melaza como fuente de car-
bono (Garcia y col., 2013), caldo de levadura o glu-
cosa por 6 dias a una temperatura de 24-26 °C (Lee
y col., 2016) en un agitador rotatorio a 200 rpm has-
ta conseguir una suspension estable (Pham y col,,
2009). La suspension obtenida se utiliza para ino-
cular el fermentador en una concentracion del 10%
referente al volumen del fermentador, con una fase
de propagacién de 4 dias hasta que el hongo alcance
el 80 % de la fase logaritmica de crecimiento (Garcia
y col., 2013).
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Tabla 2. Sustratos utilizados para la fermentacion sélida de Beauveria bassiana.
p .. Produccién en .
Inéculo Sustrato Incubacién sustrato Referencia
1 x 107 . ) . . .
conidios-mL~! Cebada 25 °C/14 dias s/n Sabbahi, Merzouki y Guertin (2008)
g - 3
Conild;; slr(])n L Caﬁéz de 28 °C/14 dias ej;’)?)rzs-l;’l Mishra, Kumar y Malik (2016)
g 3
esp})rzs.lrgLil Saltvr?;l(()) de 28 °C/14 dias eii);;;fl Mishra, Kumar y Malik (2016)
3,5 x 10° Arroz . ) 10° ) L
conidios-mL-! quebrado 25 °C/7 dias conidios-g~! Lépez-Sosa, Garcia-Gémez y Gaona (2018)
1 109 Avena 25 °C/14 dias 10° Rodriguez-Gamez y col. (2017)
blastosporas-mL ™! conidios-g~! g y coL
6 x 10° Harina de 5 . 62x1010
esporas-mL ! R 30 °C/S dias esporas-g~! Deepak y col. (2019)
6,6 x 10° Ciéscara de ) 13 x 10°
esporaSAmL_l arroz 25 °C/7 dias esporas~g*1 Salay col. (2021)

Los sustratos utilizados para la elaboracién de
los medios de cultivos liquidos deben ser de ba-
jos costos, y al mismo tiempo deben proporcio-
nar las condiciones adecuadas para la produc-
cién de blastosporas o conidios (Mascarin y col.,
2015). En este contexto, Pham y col. (2009) comu-
nica que un medio de cultivo con harina de maiz
al 3%, polvo de maceracién de maiz 2% y de sal-
vado de arroz 2% permite obtener una produc-
cién de 8,54 x 10® blastosporas-mL~!. En cambio,
Garcfa y col. (2013) informa que para la produc-
cién de blastosporas el medio 6ptimo debe tener
melaza 14,5mL-L~!, (NH4)?> SO, 6 g-L~!, KH,PO4
35 gL!, MgSO4 0,5 g'L!, NaCl 0,1g-L~!, CaCl,
0,1g-L™!, y se puede obtener una produccién 8,40 x
10% blastosporas-mL~!. Por otro lado, Elfas-Santos
y col. (2021) informa que un medio de cultivo con
20 g de harina de pericarpio de cacahuate y 200
g de glucosa de maiz permite obtener 5,10 x 108
blastosporas-mL~!.

De igual forma, las condiciones ambientales son
importantes para la produccién Beauveria bassiana
en medios de cultivos sumergidos. El rango de tem-
peratura se sittia ente los 25-30 °C, pH del medio
de cultivo 5.4, agitacién constante de 200 a 400 rpm,
hasta que el hongo pueda alcanzar el 80 % de la fase
logaritmica de crecimiento (Pham y col., 2009; Gar-
cfa y col., 2013; Elias-Santos y col., 2021). En la Tabla

3 se pueden observar los medios de cultivos y las
condiciones ambientales para la produccién de B.
bassiana por fermentacién de sustratos liquidos.

8 Produccion de metabolitos secun-
darios de Beauveria bassiana

El entomopatdgeno Beauveria bassiana secreta una
gran variedad de enzimas y metabolitos biol6gi-
camente activos (Amobonye y col., 2020), con po-
tenciales de aplicacion en los sectores industriales,
agricolas y farmacéuticos, entre otros (Mancillas-
Paredes y col.,, 2019). Las enzimas mads impor-
tantes producidas por B. bassiana son las quitina-
sas, lipasas y proteasas, aunque también produ-
cen amilasa, asparaginasa, celulasa, galactosidasa,
etc. (Amobonye y col.,, 2020); y metabolitos con
actividad insecticida (Tabla 4) como beauvericina
(Al Khoury, Guillot y Nemer, 2019), bassiacridin
(Quesada-Moraga y Vey, 2004), bassianolide (Pato¢-
ka, 2016), antivirales y antibacteriales como oospo-
rein (Jeffs y Khachatourians, 1997), y bassianin co-
mo inhibidor de la ATP (Patocka, 2016). La produc-
cién de metabolitos secundarios estd influenciada
por las condiciones ambientales y nutrientes dis-
ponibles en el medio de cultivo (Avila-Hernandez
y col., 2020) (Tabla 5).
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Tabla 3. Fermentacion en sustratos liquidos de Beauveria bassiana.

Cepa Inéculo l\if:ll:i(:/ge Incubacion Produccion Referencia
50g
glucosa,
50g .
1 x 107 26 °C/3 dfas 6,38 x 10° ]
GHA conidio-mL-! sacarosa y 300 rpm blastosporas-mL~! (Chong-Rodriguez y col., 2011)
20 g licor
macerado
de maiz
Melaza de
Tran 1 x 10* y . 2,4 x 108 e
] cafia de 25 °C/3 dias o1 (Latifian y col., 2013)
441c conidio-mL azticar esporas-mL
5%
v o 2 10
ATP02 z rzs»lrgv‘ remolacha 2560((;/? f:s e: ,iia:-rﬁ*‘ (Lohse, Jakobs-Schénwandt y Patel, 2014)
P azucarera P P
100 g
lucosa
5% 10° ECOS: 28°C/3dias 11,6 £0,6 x 10° )
GHA conidio-mL ™! 25 g harina 350 rpm blastosporas-mL~! (Mascarin y col., 2015)
de semillas P
de algodén
100 g
lucosa y .
ESALQI 5% 106 glucosa 28 °C/3 dias 12,4 x 108 .
432 conidio-mL~! 252 hapna 350 rpm blastosporas-mL~! (Mascarin y col., 2015)
de semillas
de algodén
3% de harina
de maiz
2% de maiz
5% 107 25 °C/2 dias 8,54 x 108
KKS conidio-mL~! en polvo 200 rpm blastosporas-mL ™! (Atefy Behle, 2017)
2% de
salvado de

arroz

9 Aplicacion de bioplaguicidas en la
agricultura

El crecimiento poblacional, la degradaciéon del me-
dio ambiente (Thakur y col., 2020), la demanda de
cultivos libres de quimicos y las estrictas regulacio-
nes de los plaguicidas en paises europeos y norte
de América (Mascarin y Jaronski, 2016) representan
un desafio para la produccién de alimentos en to-
do el mundo. La agricultura convencional depende
de los plaguicidas para el manejo integrado de pla-
gas y enfermedades en los cultivos agricolas. Una
alternativa que contribuye a reducir la incidencia
de fitéfagos o fitopatégenos son los bioplaguicidas
formulados a través de la reproduccién de microor-
ganismos benéficos o la produccién de metabolitos
con actividades insecticidas, fungicidas o bacterici-
da (Tabla 6). Las ventajas que poseen estos formu-
lados es que se degradan de forma natural en el
ambiente, no almacenan residuos en los tejidos ve-
getales, no crean resistencias hacia los activos que
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producen, y disminuyen la presencia de enemigos
naturales en los cultivos (Thakur y col., 2020).

La creciente aceptacién de los productos biold-
gicos ha permitido desarrollar formulaciones a par-
tir de hongos entomopatégenos, por fermentacio-
nes soélidas, liquidas, bifasicas y metabolitos secun-
darios. En la actualidad, se utilizan con frecuencia
en los programas fitosanitarios de los cultivos agri-
colas para controlar poblaciones de insectos fit6fa-
gos (Luo y col., 2014). La actividad insecticida de B.
bassiana es mas rapida en relacién con otros micro-
organismos entomopatdégenos, y los conidios pue-
den persistir por més tiempo en el ambiente. Ade-
mas, Sabbahi, Merzouki y Guertin (2008) afirma que
las posibilidades de adquirir resistencia por parte
de los insectos hacia B. bassiana es nula, debido a los
diferentes modos de accién que el hongo utiliza pa-
ra invadir el cuerpo de los huéspedes, y al ser un
organismo vivo puede adaptarse a los cambios del
hospedador.
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Tabla 4. Metabolitos secretados por Beauveria bassiana para el control de artrépodos.

Metabolitos Dosis Objetivo Mof'/;:;a(lii‘zla d Referencia

Bassiacridin Insecticida 2,8 ug-g~! m?;:;"zfia 50% (Quesada-Moraga y Vey, 2004)
Oosporein  Antibacterial 100 yg-mL~! E”}ZZ Oc‘l’flfsc”s 81% (Fan y col., 2017)
Oosporein Antibacterial 10 yg-mL~! Stenotro:; l.zomonas 34 % (Fany col., 2017)

Beauvericina  Insecticida 100 ug-g ™! Te’u’ ft’l’cy;f”s 100% (Al Khoury, Guillot y Nemer, 2019)

Tabla 5. Medios de cultivos formulados para la produccién de metabolitos secundarios de Beauveria bassiana.

Fermentaciéon

Metabolitos Medio de cultivo Dosis Referencia

Sumergida

Glucosa (20 gL 71,
Tartrato de amonio
(46gL™h,
KH,PO4
gL,
MgSO4-7H20
(05gL™,
NaCl (0,1 gL ™),
CaCl, (0,1 g-L7h),
CuSO4+5H,0

(393 x 10* gL, 60 mg-L~! (Basyouni, Brewer y Vining, 1968)

H3BO3
(57 x 1073 gL,
(NH4)sM07024-4H,0

(3,68 x 1075 gL 71,
MDSO4‘H20

(6,1 x 1075 gL,
ZnS04-7H,0

(8,79 x 1073 gL 71,
FeSO4-7H20

(9,96x10~* g.L71).

Tenellin/
Bassianin

Sumergida

Glucosa (20 g-L7T),
Difco neopeptona
Oosporein (20 g'Lil)’ 100 mg-L~!  (Basyouni, Brewer y Vining, 1968)
Glicina (5 gL ™), & y ’ y &
KH,PO, (2 gL,
MgSO,-7H,O (1 g'L7').

Sumergida

40g Glucosa-LT,
40 g Extracto de
Bassiacridin levadura-L~!, 2,8 ug-g~! (Quesada-Moraga y Vey, 2004)
30 g Maiz macerado
licor-L~!

Sumergida

Manitol (50 g-L°7),
KNOs (5 g'L’l),
KH,PO4 (1 gL,
MgSO4-7H,O (0,5 gL ™1,
Tenellin NaCl (0,1 g-L’l ) Sin informacién
CaCl, (02 g-L7h),
FeSO4-7H20
(20 mg-L71),
Solucién de iones
minerales-2 (10 mL),

(Eley y col., 2007)
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Tabla 5 - Continuacién de la tabla

ZnSO4-7H20
(880 mg-L_] ),
CuSO4'5H20
(40 mg-L71),
MI’ISO4-4H20
(75mg-L7h),
Acido bérico (6 mg-L’l),
(NH4)sMo07024-4H,0O
(4 mg-L’1 ).

Glucosa (40 gL 1)
Extracto de levadura
(50gL,

Sumergida Pigmento rojo

NaNO; (1,0 g-L71),
KH,PO4 (2,0 gL 7,

480 mg-L~! (Amin y col., 2010)

KC1(0,5gL™),
MgSO,-7H,0
(05gL™,
FeSO4-7H20
0,02gL").

Fuente: Avila-Hernandez y col. (2020).

La eficacia del bioplaguicida Beauveria bassiana
depende de la integracién en los programas de ma-
nejo integrado de plagas para potenciar la eficacia
en el control de insectos (Mascarin y Jaronski, 2016).
Si bien B. bassiana es un microorganismo eficaz pa-
ra el control bioldgico de insectos, las condiciones
ambientales juegan un papel importante en el me-
canismo de accién del entomopatégeno, por ello
resulta indispensable desarrollar nuevas tecnolo-
gias para la produccién de los compuestos activos,
que potencien las formulaciones de biopesticidas.

10 Conclusiones

La elaboracién de biopesticidas a base de Beauveria
bassiana se puede realizar a través de fermentacio-
nes soélidas y liquidas. El primer protocolo ha si-
do ampliamente utilizado debido que requiere una
baja inversién en equipamientos y no se emplean
protocolos complejos en la produccién y formula-
cién. Sin embargo, es necesario emplear un sustra-
to de bajo costo y controlar exhaustivamente las
fases de cada proceso para evitar eventos de con-
taminacién. Por otro lado, la fermentacién liquida
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permite ejercer un mayor control de las variables
ambientales, reduce los tiempos de produccién, pe-
ro la implementacién a escala comercial requiere de
una considerable inversién en equipamiento para
la produccién masiva de micoinsecticidas.

Para los procesos de fermentacién es necesario
controlar las variables ambientales, ya que estos fac-
tores influyen en la produccién de esporas y blastos-
poras. Las condiciones 6ptimas consisten en mante-
ner una temperatura de 25 °C, humedad relativa de
65 a 70%, pH de 5.4, tiempo de propagacién entre 4
a 8 dias, y solo para el proceso de fermentacién li-
quida el inéculo requiere de agitacién constante en-
tre 200 a 400 rpm.
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