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RESUMEN

Beauveria spp. es un hongo entomopatogeno
comunmente empleado para control bioldgico
en cultivos agricolas. Muchos de los
bioinsumos agricolas se preparan con base en
este hongo, siendo de primera necesidad, la
optimizacién de la produccion. Por ello, el
propdsito de este trabajo es describir el
proceso tecnoldgico de produccion de esporas
de Beauveria spp. que permita la
implementacién de parametros de operacién
Optimos. La Fermentacion Bifasica es la mas
adecuada para la produccion de propagulos,
ya que combina simplicidad de la fermentacién
sélida con la alta eficiencia de la fermentacion
liquida.

PALABRAS CLAVES: fermentacion, pardmetro
de operacion, propagulos.

ABSTRACT

Beauveria spp. is an entomopathogenic fungus
commonly used for biological control in
agricultural crops. Many of the agricultural bio-
inputs are prepared based on this fungus,
being of prime necessity, the optimization of
production. Therefore, the purpose of this
work is to describe the technological process
of production of spores of Beauveria spp. that
allows the implementation of optimal
operation parameters. Biphasic Fermentation
is the most suitable for the production of
propagules, since it combines the simplicity of
solid fermentation with the high efficiency of
liquid fermentation.

KEYWORDS: fermentation,
parameter, propagules.

operation

INTRODUCCION

La preocupacién sobre el impacto negativo de
los insecticidas quimicos ha ocasionado
cambios en los patrones del consumo del
mercado, que viran hacia lo ecolégico y/o
organico, cobrando gran importancia el uso de
Agentes de Control Bioldgico (BCA, por sus
siglas en inglés) (Feng, 1994). El biocontrol

constituye una estrategia biotecnoldgica
ecoldgicamente limpia y compatible con la
agricultura organica y el Manejo Integrado de
Plagas (MIP, por sus siglas en inglés) (Monte y
Llobell, 2003). El objetivo de usarlo es crear un
equilibrio  entre las plagas vy los
biocontroladores, de modo que la plaga llegue
a un nivel donde ya no sea dafiina. Adema3s, el
biocontrol presenta amplias ventajas sobre las
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practicas convencionales de control de plagas,
ya que es econdmico, no genera resistencia en
las plagas, no pone en riesgo la salud de los
fumigadores y no afecta el medio ambiente
(Hanke, 2012).

Los bioinsumos son productos elaborados a
partir de microorganismos, los cuales son
seleccionados por su capacidad de promover
el crecimiento vegetal, directamente al
facilitar la absorcion de nutrientes por la planta
o indirectamente al contribuir al control de
enfermedades y plagas (Nora Altier, Elena
Beyhaut, 2012). Entre los microorganismos
empleados se incluyen hongos, actinomicetos
y bacterias (Murillo, Rueda, Garcia, y Ruiz
Espinoza, 2010). Para la seleccién de los
aislados fungicos con potencial como BCA, se
debe seleccionar las cepas con rdpido
crecimiento, esporulacién abundante y alta
patogenicidad a plagas objetivo, ademads de
bajos costos de produccion. Por otro lado, los
bioinsumos formulados deben presentar larga
vida util tras almacenamiento a condiciones
ambientales, sin perder significativamente su
viabilidad e infectividad. Se recomienda una
vida Util de 18 meses para el mercado agricola
(Couchy Ignoffo, 1981).

Beauveria spp. es un hongo entomopatogeno,
empleado exitosamente como BCA de insectos
en cultivos agricolas. Estd comprobado que
puede colonizar epi o endofiticamente una
amplia gama de especies de plantas,
reforzando su sistema inmunoldgico contra
insectos y hongos patdgenos como Pythium
spp, Rhizoctonia spp, y Fusarium spp. (Elliot et
al., 2000; Ownley, Gwinn, y Vega, 2010;
Rondot y Reineke, 2016; White et al., 2002).
Entre los insectos susceptibles a Beauveria
spp. se encuentran el escarabajo de la patata
de Colorado, Lepitinotarsa decemlineata
(Allee, Goettel, Gol’berg, Whitney, y Roberts,
1990); la hormiga roja de fuego, Solenopsis
invicta Burenk (Bradleighvinson y
Siebeneicher, 1991); la oruga de pino,
Dendrolimus Punctata Walker (Long y Du,
1988); la cucaracha alemana, Blattella
germdnica (Cai y Liu, 1988); el barrenador

menor, Elasmopalpus hgnosellus (McDowell,
Funderburk, Boucias, Gilreath, y Lynch, 1990);
el gusano falso medidor, Trichoplusia ni
(Ilgnoffo, Garcia, Kroha, y Crouch, 1982); el
gusano de seda de mora, Bombyx mori (Huang,
1988); el saltamontes migratorio, Melanoplus
sanguinipes (Feng, 1994); piojo harinoso,
Planococcus ficus (Rondot y Reineke, 2016);
entre otros.

Beauveria spp. se cultiva faciimente en medios
solidos vy liquidos, con la diferencia de que en
fermentacion solida se producen conidios
aéreos ocasionados por su ciclo bioldgico,
mientras que en fermentacion liquida se
producen blastosporas como consecuencia de
la fragmentacién de las hifas por las fuerzas
mecanicas de agitacién (Bidochka, Pfeifer, y
Khachatourians, 1987a; Feng, 1994), aunque
se considera que la conidiaciéon depende de la
naturaleza del aislado y de las condiciones
fisiologicas particulares usadas (M. C.
Rombach, 1989).

Las blastosporas son inestables durante el
secado post-fermentacién debido a su pared
fina, mientras las conidiosporas son mucho
mas resistentes (Yin, Chen, Chen, Guo, vy Lj,
1988b), por lo que se ha estado estudiando su
produccion a gran escala. Se han producido
conidios aéreos mediante fermentacion
bifasica, es decir, que la produccion de
micelios vegetativos se hace en medio liquido,
seguida de una conidiacién superficial del
micelio sobre un nutriente o portador inerte;
sin embargo, este tipo de fermentacion
requiere de mucha mano de obra. También se
ha incursionado en la fermentacién
sumergida, con el objetivo de producir
conidios sumergidos similares a los conidios
aéreos en cuanto a estabilidad, virulencia y
morfologia (Feng, 1994).

En vista de la importancia de la induccién de la
conidiacion y de la inhibicion de la formacion
de blastosporas, es imprescindible ampliar los
conocimientos al respecto. Por tanto, el
propdsito de este trabajo es describir el
proceso tecnoldgico de produccion de esporas
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de Beauveria spp., mediante una amplia
revision de la literatura que permita el uso de
parametros de operacidn dptimos.

GENERALIDADES DEL PROCESO

Existen métodos muy variados para |la
produccion de  conidios de  hongos
entomopatogenos, pudiendo ir desde lo

simple a lo complejo segin el medio de cultivo
empleado para su produccion y el grado de
tecnificacion del proceso. Muchos
experimentos a escala laboratorio han sido
llevados a cabo con el fin de determinar la
composicion del medio de cultivo y los
parametros optimos para la produccién de
biomasa fungica, evaluando a su vez, sustratos
alternativos de bajo costo que mejoren la
produccion, la infeccion y almacenamiento de
estos microorganismos.

La produccién en masa de hongos
entomopatdgenos se consigue de dos
maneras principales: cultivo liquido y cultivo
sélido (B. Alves, Filho, y Roberts, 2003). La
produccion de conidios en cultivos liquidos es
mas rapida que en los cultivos sdlidos. Las
Blastosporas se producen normalmente en
cultivos liquidos agitados; y pese a que son
mas delicados y de corta duracion que las
conidiosporas, pueden ser igual o mas
virulentas (Bartlett y Jaronski, 1988; Hall, 1981;
Pham, Kim, Kim, y Kim, 2009; Taylor y Feng,
1994). Segun Kononova (1978), la conidiacion
sumergida incluye cinco fases de desarrollo:
(1) hinchazén y germinacién de conidios; (2)
formacion de micelios y conidiéforos; (3)
ramificacién del micelio y conidiacion inicial; 4)
conidiacion masiva; (5) separacién de conidios
en cultivo liquido.

Las blastosporas se pueden formular como un
polvo eficaz, duradero, humectable o
concentrado en suspensidon por un proceso
sofisticado, pero comercialmente viable (Kim,
Je, Skinner, y Parker, 2013). Sin embargo, la
mayoria de los productos pesticidas a base de
hongos se hacen con conidios a partir de
cultivos sdlidos, los cuales deben ser

separados del sustrato para formular el
bioinsumo, lo que aumenta la dificultad del
proceso (Lee, Kim, Skinner, Parker, y Kim,
2016), pese a que los costos de produccion
sean bajo, debido a la asequibilidad de las
materias primas. Bdasicamente hay tres
procesos de produccion que utilizan medios
solidos: Produccion en sacos de polipropileno,
en botellas de vidrio y en bandejas (Lopes,
2008).

Como la fermentacién sumergida es mas
costosa que la sélida y tiende a producir
blastosporas en mayor proporcion que
conidios sumergidos, se ha incursionado en la

produccion de  Beauveria  spp.  por
fermentacion bifdsica, con el objetivo de
producir conidios sumergidos que sean

similares a los conidios aéreos en estabilidad y
virulencia, asi como en su morfologia. La
produccion de conidios aéreos se realiza en
dos etapas. En la primera etapa el hongo se
desarrolla en condiciones sumergidas,
mientras en la segunda etapa el inéculo liquido
se transfiere a un medio sdélido para que ocurra
la esporulacién (Hall y Papierok, 1982). Segun
Soper y Ward (Soper y Ward, 1981), la
fermentacion bifdsica combina las ventajas de
los medios sélidos y liquidos; lo que permite
que el hongo crezca en fermentadores hasta el
final de la fase logaritmica obteniendo una
produccion maxima de biomasa micelial.
Aungue este método requiere de gran
cantidad de mano de obra siendo mas costosa
su implementaciéon (M. C. Rombach, 1989).

PRODUCCION DEL INOCULO

Las cepas de trabajo se cultivan por lo general
en Agar Glucosa- Peptona de soya (Rondot y
Reineke, 2016), Agar Papa-Dextrosa (PDA, por
sus siglas en inglés) (Bidochka et al., 1987a) o
Agar de Dextrosa-Sabouraud (SDA, por sus
siglas en inglés) (Medo, Michalko, Medov4, y
Cagan, 2016) o Agar Harina de Avena a 22-26
°C, alternando luz y oscuridad (Greenfield et
al., 2016). Para obtener el indculo liquido, los
conidios se cosechan vertiendo tween 80 al
0,02 % sobre las cajas de Petri y raspando
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suavemente con una varilla de vidrio la
superficie de las colonias de 8 dias de edad
(Pham et al., 2009); luego se suspende en
Solucién de Ringer concentrada con 0,02% de
Tween 80 (Rondot y Reineke, 2016), caldo
estéril de levadura-glucosa (Leckie et al., 2008)
o caldo Dextrosa-Saboraud (Ying y Feng, 2004)
y se deja incubando durante 6 dias a 24-26 °C
(Lee et al., 2016). La concentracidon de conidios
en la solucién se mide con un hemocitémetro
0 una camara de Neubauer.

FERMENTACION

El inéculo se vierte en el medio de cultivo y se
incuba por el tiempo correspondiente. Para
medios liquidos, como caldo de glucosa vy
extracto de levadura, se reporta un tiempo de
incubacion de 4 a 5 dias a temperatura
ambiente en bioreactores con capacidad de 7
u 8 litros. Los micelios se cosechan mediante
filtracion al vacio a través de un tamiz de malla
18 (abertura de malla de 1 mm) o un embudo
de Buchner cubierto con papel de filtro
Whatman # 4, y se secan al horno. El caldo se
recolecta y se refrigera hasta su posterior
analisis (Leckie et al., 2008).

Para la fermentacion sdlida, se esteriliza el
sustrato a 121 °C por 45 minutos en bolsas de
polipropileno, una vez enfriado se inocula con
suspension de esporas y se incuba a 24-26 ° C
durante 6-7 dias, pudiendo alargarse hasta las
dos semanas. Posteriormente, el cultivo se
seca por ventilacién a 34 °C durante 1 diay a
temperatura ambiente durante otro dia mas.
Finalmente, los conidios se recogen del
sustrato empleando un tamiz vibrante (78
Mesh por cm) y se dejan secar durante un dia
mas. Algunos sustratos humectan el sustrato
con una solucion de acido citrico al 4 %, para
reducir la contaminacién bacteriana (Feng, Pu,
Ying, y Wang, 2004; Kim, Kassa, Skinner, Hata,
y Parker, 2011). Lee y colaboradores (2016)
emplearon bolsas de prolipropileno con
perforaciones de 15 micras de didmetro, lo
que les permitid posteriormente sumergir las
bolsas incubadas en agua para lavar el sustrato
con agitacion y obtener una nueva solucién de

esporas con una concentracion promedio de
1x106 conidios/ml, Util para biopreparados.

Es necesario recordar que tanto los
bioreactores como los medios de cultivo
deben ser previamente esterilizados para
garantizar la asepxia del cultivo. Se han
reportado condiciones de esterilizacién de
medios de cultivo a 120 °C por 20 minutos
(Medo y Cagan, 2011; Meyling y Eilenberg,
2006); y de bioreactores a 248 °C, 200 rpm de
agitacion y un flujo de 4 L de aire comprimido
por minuto de aireacion durante 1 dia (Leckie
et al., 2008).

PARAMETROS DE OPERACION

Composicion del medio: la composicién del
medio esta inherentemente relacionada con la
cantidad y calidad del hongo producido (Kassa
et al., 2008). La proporcion C:N dptima es de
22,4 y el mejor medio para fermentacién
liquida descrito se conforma de una solucién
con 3% de harina de maiz, 2% de polvo de maiz
y 2% de salvado de arroz (Pham et al., 2009).
Alguno de los sustratos utilizados para el
crecimiento son generalmente productos
vegetales ricos en almidén como granos vy
polvo de mijo italiano (Setaria itdlica) (Kim et
al., 2011), salvado de trigo (M. C. Rombach,
Aguda, y Roberts, 1988), arroz (Feng, 1994),
patatas, avena, maiz y frijol. De estos, el arroz
cocido es uno de los medios mas comunmente
utilizados para la produccion de B. bassiana a
gran escala (Leite, L. G., Batista Filho, A,
Almeida, J. D., y Alves, 2003). El lactosuero
también ha sido empleado por algunos
autores, gracias a su contenido de lactosa y
proteinas, como fuente de azlcar y nitrégeno,
correspondientemente (Kassa et al., 2008).
lgualmente, los granulos de alginato de sodio
con salvado de trigo también han sido
empleados para la inmovilizacion de las
esporas (Knudsen, Johnson, y Eschen, 1990;
Marques, Alves, y Marques, 1999).

Estd demostrado que la composicién del
medio liquido puede determinar la produccién
de conidios (Feng, 1994). Yin y colaboradores
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(1988a) indujeron la produccién de conidios
sumergidos al emplear un medio liquido
conformado con un 2% de jarabe de maiz, 3%
de sacarosa y diversas sales basales. La
conidiacion sumergida esta relacionada con la
naturaleza de la fuente de carbono y la
presencia de nitrato como fuente de
nitrégeno, por ejemplo, en la forma de KNOsz y
NaNOs; (Kononova, 1978; Schamne, 2010;
Thomas, Khachatourians, y Ingledew, 1987);
sin embargo, el uso de NHiNOs induce la
produccion de blastosporas en fermentadores
(Chen et al., 1990). Por otro lado, la adicion de
fosfato reduce significativamente la
produccion de conidios, mientras la de quitina
presenta un efecto contrario (Hegedus,
Bidochka, y Khachatourians, 1990)

Bidochka y colaboradores (1987b) estudiaron
el crecimiento de B. Bassiana en cultivo liquido
probando diferentes medios: 0,2 % de extracto
de levadura - 1 % de peptona - 2 % de glucosa;
1 % de peptona — 2 % de glucosa; 1 % de
peptona; 2 % de glucosa. Encontraron que la
produccion de blastosporas se da en todos los
medios liquidos a excepcion del compuesto
Unicamente por glucosa. En peptona-glucosa,
el rendimiento de blastosporas fue cuatro
veces mayor que en el extracto de levadura-
peptona-glucosa. Sin embargo, la produccién
mas alta de biomasa surgié al usar el medio
levadura-peptona-glucosa.

La sustitucion de glucosa por otra fuente de
carbono simple como citrato, lactosa, sorbitol,
almidoén, fructosa o glicerol disminuye el
rendimiento de conidios sumergidos y/o
aumenta la proporcion de blastosporas
(Thomas et al., 1987), ademas, disminuye la
adhesion de los conidios aéreos; aunque la
combinaciéon de extracto de levadura vy
sacarosa o maltosa, induce una mayor
conidiacion (M. C. ubmerge. Rombach, 1989).
Por otro lado, la presencia de N-
acetilglucosamina promueve la adhesidn
conidial, mientras los detergentes le inhiben
(Holder y Keyhani, 2005). En consecuencia, los
tensoactivos como aceite de ricino, éter lauril
de polioxietileno, tween 80, tween 20, entre

otros, se emplean para disminuir la adhesion
de los propagulos al sustrato y puedan
facilmente disolverse en la solucién acuosa en
qgue se sumerjan. El tensoactivo mas eficaz es
Silwet L-77 (Lee et al., 2016). La adicion de
sodio y potasio aparte de servir como fuente
de nutrientes, sirve también como para regular
la presion osmatica (B. Alves et al., 2003).

Temperatura: estudios han demostrado que
este hongo puede crecer adecuadamente a un
rango de temperatura de 20-25 °C (Hajek,
1997), aungue un estudio demuestra que la
temperatura dptima de crecimiento micelial es
a 25-27 °C (Pham et al., 2009).

Humedad: las conidiosporas germinan en un
ambiente con alta humedad (Couch y Ignoffo,
1981).

Iluminacién: para la induccion de los conidios
aéreos en medios solidos se incuba en
condiciones de oscuridad (Rondot y Reineke,
2016; Wagner y Lewis, 2000), aungue algunos
autores emplean un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad (Ownley et al.,
2010); o 12 horas de luz y 12 de oscuridad
(Greenfield et al., 2016).

pH: bajos pH disminuyen la adhesion conidial,
aungue no de manera drastica (Holder vy
Keyhani, 2005). El éptimo pH inicial para la
produccion de esporas es 5,2 (Pham et al,
2009).

Agitacioén: las fuerzas mecanicas de la agitacién
fragmentan los micelios y promueven la
formacion de blastosporas (Bartlett y Jaronski,
1988; Hall, 1981; Pham et al., 2009). Se reporta
que la frecuencia agitacion de medios liquidos
que permite la mayor produccién de esporas
es de 200 rpm (Pham et al., 2009).

Afinidad de los propagulos: Beauveria spp.
produce al menos tres propagulos unicelulares
distintos: conidios aéreos, células vegetativas
denominadas  blastosporas y  conidios
sumergidos; que se pueden aislar de placas de
agar, de cultivos liquidos ricos en nutrientes y

20



Revista Biorrefineria Vol. 2

N°. 2 Afio: 2019 ISSN: 2602-8530

de cultivos sumergidos bajo condiciones de
limitacion de nutrientes, respectivamente. Los
conidios aéreos se adhieren mal a las
superficies débilmente polares y rapidamente
a las superficies hidréfobas e hidrdfilas. Por el
contrario, las blastosporas se unen mal a las
superficies hidrofobas, formando pequeiios
agregados; pero se unen a las superficies
hidrofilas y polares débiles, con la diferencia de
gue con esta Ultima requiere un mayor tiempo
de incubacion para unirse. Por su parte, los
conidios sumergidos muestran una
especificidad de unién mas amplia a
superficies hidrofébicas, débilmente polares e
hidrofilicas (Holder y Keyhani, 2005).

RENDIMIENTO

Las tasas de germinacion se calculan mediante
un conteo de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) (Goldman y Green, 2008). Una
de las formas para determinar la viabilidad de
los conidios de los hongos entomopatégenos
es usar suspensiones fungicas estandarizadas a
concentraciones definidas, las cuales se
dispersan en placas que contienen Agar
Sabouraud o PDA. Las placas se incuban a 24-
26 ° C, con un fotoperiodo de 12 horas vy
humedad relativa del 60-80%. Después de 24
horas el porcentaje de conidios germinadas y
no germinadas se cuantificaron con un
microscopio de luz (S. B. Alves, 1998).

La determinacion del rendimiento de cultivos
solidos es complicada, ya que los hongos estan
intimamente ligados a la matriz solida en la
que se desarrollan, lo que dificulta la medicién
de la biomasa producida. Por el contrario, en
el cultivo sumergido, la biomasa puede
separarse y cuantificar mas facilmente por
diferencial de peso seco. Bajo este contexto, se
han realizado estudios que permitan estimar
de forma indirecta la cantidad de biomasa
generada mediante la medicion de otros
componentes producidos proporcionalmente

con el crecimiento celular, tales como la
glucosamina, los azlcares totales vy el
ergosterol. Los resultados obtenidos por
Desgranges, Vergoignan, Georges y Durand
(1991) muestran que las mediciones de
glucosamina son un buen indicador del
desarrollo de la biomasa fungica. Sin embargo,
este indicador de biomasa solo puede ser
utilizado para comparar diferentes medios que
tienen los mismos constituyentes Incluso si las
relaciones C/N son diferentes.

CONCLUSIONES

Beauveria spp. es un hongo entomopatdgeno
comunmente empleado para control bioldgico
en cultivos agricolas. Muchos de los
bioinsumos agricolas se preparan con base en
este hongo, siendo la primera necesidad, la
produccion de la mayor cantidad de conidios al
menor costo.

Los propagulos de Beauveria spp. pueden ser
conidios aéreos, conidios sumergidos o
blastosporas; los cuales se producen por
fermentacion sélida, liquida o liquida con
agitacion, respectivamente. La produccion de
propagulos depende de la composicion del
medio y de pardmetros de operacion que le
inducen o inhiben. El fin de controlar estos
parametros es la de producir la mayor cantidad
de conidiosporas, que son mas viables vy
estables en contraste con las blastosporas.

La Fermentacion en Estado Sélido presenta
menores costos de produccion y produce
conidios aéreos, que son los propagulos mas
viables, sin embargo, la Fermentacion Liquida
es mas rapida, presenta mayores rendimientos
y es mas facil medir la biomasa producida. Por
tanto, ha tomado gran importancia Ia
Fermentacion Bifasica, la cual consta de un
inéculo liquido que se vierte sobre un sustrato
solido; se han empleado varios tipos de
bioceldas, de las cuales las bolsas perforadas
facilitan la posterior extraccion de las esporas
en solucion.
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