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SUMMARY

Background. The nitrogen source in a liquid culture medium for the propagation of entomopathogenic fungi is
considered an essential element in fermentation, however, it is one of the most expensive, which makes the search
for alternative sources of this nutrient important. Objective. This research compared the production of blastospores
obtained by designing different culture media for the GHA strain of Beauveria bassiana based on the nitrogen source
used. Methodology. Six media were designed in liquid form, made with various nitrogen sources (sesame flour,
amaranth flour, canary seed flour, linseed flour, peanut pericarp flour, oatmeal) with glucose corn as a carbon source
for all of them. Additionally, the yield of blastospores obtained at different incubation times, the pH and the viability
of the post-fermentation propagules were evaluated. Results. The M8 medium made with peptone and yeast extract
as nitrogen sources was the one that obtained the highest concentration with 1.28 x 10° blastospores / mL at 168
hours of incubation. Regarding the fermentation parameters evaluated, the pH ranged between 5.1- 5.5 and the
determination of this parameter did not present significant difference with respect to the culture medium used or the
day on which it was determined (p > 0.05) while post-fermentation viability was determined. In two solid media, and
according to the results in potato dextrose agar the viability ranged between 31-90% on average while in water agar
it was 25-90%, the determination of this parameter did not present significant difference with respect to the medium
of culture for production of blastospores or to the solid medium in which it was determined (p > 0.05). Implications.
The alternate nitrogen sources used did not significantly increase the production of blastospores compared to
conventional sources such as peptone and yeast extract, which in a synergistic effect did manage to enhance the
production of blastospores. Conclusion. The use of yeast extract and casein peptone in conjunction can increase the
yield of blastsopores in a liquid culture medium.

Keywords: Beauveria bassiana; blastospores; nitrogen source; glucose.

RESUMEN
Antecedentes. La fuente de nitrégeno en un medio de cultivo liquido para la propagacion de hongos
entomopat6genos se considera un elemento esencial en la fermentacion, sin embargo, es uno de los mas costosos, lo
cual hace importante la busqueda de fuentes alternativas de este nutriente. Objetivo. Esta investigaciébncompar6 la
produccion de blastosporas obtenida mediante el disefio de diferentes medios de cultivo para la cepa GHA de
Beauveria bassiana con base en la fuente de nitrégeno utilizada. Metodologia. Se disefiaron seis medios en forma
liquida, elaborados con diversas fuentes de nitrégeno (harina de ajonjoli, harina de amaranto, harina de alpiste,
harina de linaza, harina de pericarpio de cacahuate, harina de avena) y con glucosa de maiz como fuente de carbono
para todos ellos. Adicionalmente se evaludé el rendimiento de blastosporas obtenidas a diferentes tiempos de
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incubacién, el pH y la viabilidad de los propagulos post fermentacion. Resultados. EI medio M8 elaborado con
peptona y extracto de levadura como fuentes de nitrdgeno fue el que obtuvo la mayor concentracion con 1.28 x 10°
blastosporas/mL a las 168 horas de incubacion. Respecto a los pardmetros de fermentacion evaluados el pH oscil6
entre 5.1- 5.5 y la determinacion de este pardmetro no presentd diferencia significativa respecto al medio de cultivo
utilizado ni al dia en que fue determinado (p > 0.05) mientras que la viabilidad post fermentacion se determind en
dos medios sélidos, y de acuerdo a los resultados en agar papa dextrosa la viabilidad oscilo entre 31-90 % en
promedio mientras que en agar agua fue de 25-90%, la determinacion de este pardmetro no presentd diferencia
significativa respecto al medio de cultivo para la produccién de blastosporas ni al medio sélido en que fue
determinado (p > 0.05). Implicaciones. Las fuentes alternas de nitrégeno utilizadas no aumentaron en forma
significativa la produccion de blastosporas en comparacion con las fuentes convencionales como la peptona y
elextracto de levadura, las cuales en un efecto sinérgico si lograron potenciar la produccion de blastosporas.
Conclusién. El uso de extracto de levadura y peptona de caseina en conjuncion, pueden aumentar el rendimiento de

blastosporas en un medio de cultivo liquido.

Palabras clave: Beauveria bassiana; blastosporas; fuente de nitrégeno; glucosa.

INTRODUCCION

Recientemente se ha considerado a la agricultura
como uno de los sectores econdmicos mMmas
importantes a nivel global. Estudios recientes estiman
que la poblacion mundial podria alcanzar hasta 10
billones de personas para el afio 2050. Como una
solucién a la demanda de alimentos se han utilizado
fertilizantes y plaguicidas para incrementar la
produccion de cultivos con fines alimentarios
(Bautista et al., 2018), asi como la proteccion de estos
cultivos del ataque de insectos plaga, sin embargo, el
uso indiscriminado de estos productos ha ocasionado
problemas de contaminacion ambiental y desarrollo
de resistencia en insectos plaga, por mencionar
algunos de sus efectos nocivos. En este sentido, el uso
de plaguicidas de origen biolégico se ostentan como
una opcion para el control de plagas, debido a que
estos productos presentan baja residualidad y
generalmente muestran especificidad hacia su blanco,
reduciendo asi el desarrollo de resistencia (Arthurs &
Dara, 2019). Esta constante de la degradacion
ambiental causada por las practicas agricolas
convencionales ha permitido que el empleo de hongos
entomopatégenos como  control  bioldgico se
generalice cada vez méas (Baron et al., 2019). Los
hongos entomopatégenos son microorganismos con la
capacidad de infectar y matar artrépodos. Se utilizan
principalmente como bioplaguicidas en la agricultura
ecolégica como una alternativa a los insecticidas
quimicos (Litwin et al., 2020). De acuerdo a Mishra
et al (2015) los hongos ocupan el segundo lugar en el
mercado mundial dentro de los plaguicidas
microbianos, mientras que en América Latina se
utilizan en mayor medida los micoplaguicidas
(Mascarin et al., 2018). Beauveria bassiana es una
especie ampliamente distribuida, este hongo se
considera ubicuo capaz de explotar una variedad de
entornos, incluidos el suelo, las plantas y los insectos;
puede vivir como un saprdfito en el suelo, 0 como un
entomopatégeno que afecta a una amplia gama de
artrépodos (Zimmerman, 2007; Boomsma et al.,
2014). B. bassiana presenta diferentes tipos de
propagulos, especificamente, conidios, blastosporas y

microesclerocios (Mascarin et al., 2015; Huarte-
Bonnet et al., 2019). B. bassiana actualmente se
comercializa como ingrediente activo en diferentes
micoinsecticidas, ocupando un 33.9% del mercado
aproximadamente, y son los conidios aéreos el
ingrediente activo principal de estos productos (de
Faria & Wraight, 2007). La produccion de uno u otro
propagulo va a estar sujeta a diferentes factores que
tienen que ver con los métodos de produccion,
medios de propagacion, incluso tomando en cuenta el
tipo de cultivo donde se aplicaran y la plaga de interés
(Gandarilla-Pacheco et al., 2018), sin embargo, las
blastosporas se consideran una opcion viable debido a
que presentan ciertas ventajas frente a los conidios
como propagulo de eleccion. Por ejemplo, la
produccion de blastosporas puede obtenerse en cortos
tiempos de fermentacién de hasta 3 dias, facilidad en
la recuperacion y una automatizacion de los procesos
(Jackson ,1997).

En el desarrollo de un proceso de produccion para la
obtenciéon de un micoplaguicida se deben cumplir
diferentes etapas, primeramente la seleccién de la
cepa en base a su virulencia, su capacidad de resistir
condiciones ambientales adversas relacionadas con la
resistencia a la luz UV, tolerancia a la temperatura, en
segundo la seleccion de un medio de cultivo optimo
gue pueda ser de bajo costo o el uso de substratos
alternativos, en tercero y relacionado con el medio de
cultivo es la eleccién del método de produccion , asi
como los procesos de separacién, los pardmetros a
controlar durante el proceso,control de calidad y
costos (Pourseyed et al., 2010; Bautista et al., 2018).
Los hongos entomopatégenos pueden obtenerse
mediante diversas técnicas de propagacién como la
fermentacion sélida, cultivo liquido o sumergido y
cultivo bifésico. Todas las técnicas varian entre ellas
y tienen ventajas o desventajas segun el propagulo y
la cantidad que desea obtener, por ejemplo, el cultivo
liqguido puede facilitar el proceso de escalamiento
ademas de garantizar la produccién de propéagulos
bajo condiciones controladas (Jackson et al., 2003).
En la fermentacion en sustrato solido la cual puede
resultar atractiva a primera vista por los bajos costos
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de los sustratos, que en ocasiones pueden ser hasta
residuos de procesos agroindustriales, el proceso de
produccién requiere semanas Yy existe el riesgo
constante de contaminacion (Mascarin et al., 2015).
Incluso y con todas sus bondades la fermentacion
liguida no estd exenta de presentar algunas
dificultades en su implementacion, la mas comuin es
el costo de los medios de cultivo utilizados a
comparacion de los empleados en la fermentacion
solida, por lo tanto, es importante la blsqueda de
sustratos de menor costo en la optimizacion de este
proceso. La fuente de carbono, nitrégeno, metales,
vitaminas y la relacion entre estos elementos, pueden
influir en el crecimiento, la formacion de propagulos
y la eficacia (Hegedus et al., 1990). Desde hace
décadas se conoce que los elementos mas abundantes
en las células fungicas son el carbono, oxigeno y
nitrégeno, siendo este Ultimo uno de los mas criticos
en la fermentacién debido a su alto costo (Mascarin et
al., 2015).

Esta situacion hace imperativa la bulsqueda de
sustratos de bajo costo para optimizar procesos y
obtener propagulos de hongos que sean eficaces
contra insectos plaga y en cantidades suficientes. El
objetivo de este estudio fue disefiar diferentes medios
de cultivo liquido para obtener blastosporas de
Beauveria bassiana mediante el uso de fuentes
alternativas de nitrégeno.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Beauveria bassiana GHA (ARSEF 6444), el
ingrediente activo del micoinsecticida comercializado
bajo el nombre de Mycotrol®, fue la cepa utilizada en
esta investigacion. Este microorganismo fue donado a
la coleccién del laboratorio L6 del Instituto de
Biotecnologia con sede en la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo
Leén (FCB-UANL). Para su conservacién esta cepa
se encontraba en una solucién de glicerol al 10 %
(v/v)a-80°C.

Medios de cultivo

Para la obtencion de las blastosporas se disefiaron seis
medios de cultivo los cuales contenian una sola fuente
de carbono (glucosa de maiz al 20 % (p/v) y diversas
harinas procedentes de granos de cereales y residuos
como fuentes de nitrogeno (ajonjoli, alpiste,
amaranto, avena, linaza y pericarpio de cacahuate).
Adicionalmente se agregaron cuatro medios como
controles  positivos  suplementados con  sales
inorganicas (CaCOs, NaCl, KH;PO4, MgSO., CaCls,
FeSO4) y soluciones metéalicas (ZnSOs, MnSOy,
CoCl,) y uno mas como control negativo el cual solo
contenia la fuente de carbono. La proporcion de los
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componentes para cada uno de los medios se resume
en la Tabla 1.

Preparacién de las harinas utilizadas como fuente
de nitrégeno

Las harinas se obtuvieron de manera artesanal a partir
de cinco tipos de granos (ajonjoli, alpiste, avena,
linaza y pericarpio de cacahuate). Los granos se
procesaron en una licuadora hasta obtener un polvo
fino, el cual se tamiz6 en una malla de 212 pum hasta
obtener la consistencia de una harina tipica. Las
harinas obtenidas se almacenaron en recipientes
plasticos a temperatura ambiente hasta su uso.

Obtencion del inoculo

La cepa GHA se cultivé durante 14 dias en agar papa
dextrosa a 25 + 2°C. Posteriormente con ayuda de un
asa Drigalsky se rasp6 la superficie de las cajas para
desprender los conidios, para facilitar este proceso se
agregaron 20 mL agua bidestilada estéril, finalmente
este volumen se colectd en un frasco donde se diluyé
y homogenizépara asi obtener un volumen final de
100 mL. Finalmente se ajusto la suspension a 5 x 10°
conidios/mL mediante un recuento en cdmara de
Neubauer para la posterior inoculacion del cultivo
liquido-sumergido.

Condiciones de fermentacion

Para el cultivo se utilizaron matraces con bafles de
250 mL de capacidad, se les colocd 45 mL de cada
uno de los medios y 5 mL de la suspension del hongo
para obtener un volumen total de 50 mL. Los
matraces se agitaron a 250 rpm vy se inocularon a 28°
C. Los recuentos de blastosporas se realizaron a las
72,120y 168 horas de incubacion.

Determinacion del pH

Se determind para cada uno de los medios evaluados
al finalizar el proceso de fermentacién; para lo cual se
utilizé un potenciémetro digital (Beckman OHMS 50
pH meter) escala 1-14, previamente una calibracién
del mismo; se tom6 1 mL de cada una de los
tratamientos y se depositd en tubos Falcon para la
medicion del potencial de hidrégeno.

Viabilidad de blastosporas

La viabilidad post fermentacion se realiz6 en placas
Petri previamente cuadriculadas que contenian agar
papa dextrosa y agar agua, al solidificar se coloc6 una
gota de las muestras diluidas a 10*y 102 en cada uno
de los medios. A las diez horas se cortd con un bisturi
cada cuadro y se colocé una gota de azul de
lactofenol, se contaron 100 blastosporas en un
microscopio Optico con el objetivo de 40 X para
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determinar la presencia 0 ausencia del tubo
germinativo.

Cinética de crecimiento a nivel matraz

Este procedimiento se realizd exclusivamente con el
medio seleccionado con la mayor produccion de
blastosporas. Se tomaron muestras cada 48 h, durante
14 dias. Estas muestras fueron separadas y se les
realiz6 un conteo de blastosporas para construir una
curva de crecimiento.

Andlisis estadistico

El disefio de los experimentos fue completamente al
azar, con cuatro repeticiones por tratamiento. Los
resultados obtenidos se reportan como promedios
incluyendo el valor del error estandar. Los resultados
se convirtieron a Logio para procesarlos en el
programa estadistico IBM SPSS® v.19 y mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la
normalidad de los datos. Posteriormente se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
Tukey (p<0.05). Los experimentos fueron repetidos
en al menos dos ocasiones.

RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de blastosporas en cada uno de los
medios liquido aument a partir de las 72 horas de
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incubacién en los cuales se reporté una diferencia
significativa (p=0.001) en la produccion de
blastosporas de acuerdo al medio de propagacion.
Esta tendencia se mantuvo a las 120 y 168 horas de
incubacién donde se reporta una diferencia altamente
significativa en la obtencidn de blastosporas entre
cada medio (p=0.00001) y se observd que el medio
M8 es el que alcanz6 el mayor ndmero de
blastosporas (Tabla 2).

En la medicion del pH dicho pardmetro se mantuvo
en un rango de 5.1 a 5.6 y de acuerdo a los resultados
estadisticos no presentd diferencia significativa
respecto al medio de cultivo (p= 0.672) ni al dia en
que fue determinado (p=0.400) (Figura 1).

El porcentaje de germinacion en agar papa dextrosa
oscilé entre 31-90 %, mientras que en agar agua Sse
registro de 25- 90 % y de acuerdo con los resultados
estadisticos la determinacién de este parametro no
present6 diferencia significativa respecto al medio de
cultivo para la produccién de blastosporas (p= 0.368)
ni al medio sélido en que fue determinado (p=0.438)
(Figura 2).

La curva de crecimiento de la cepa GHA se determino
en el medio M8 elaborado con peptona de caseina y
extracto de levadura por ser el que obtuvo mayor
produccion de blastosporas. Los resultados obtenidos
muestran que a las 48 horas se obtuvo el nivel méas

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo para la propagacién de Beauveria bassiana.

Control Tratamientos Control
() (+)
Sustrato M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10 M1l
Glucosa de maiz (mL) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 120
Harina de ajonjoli (g) 20
Harina de alpiste (g) 20

Harina de amaranto (g)

Harina de avena (g) 20

Harina de pericarpio de 20

cacahuate (g)

Harina de linaza (g) 20

Extracto de levadura (g) 5 5 5 5
CaCOs(9) 1 1

NaCl (g) 5 5

Peptona (g) 20

KH2PO4(g) 4 4
MgS0Ou4 () 0.6 0.6
CaClz (g) 0.8 0.8
FeSOs (9) 0.1 0.1
ZnSO4 (ML) 60
MnSO4 (ML) 60
CoCl; (mL) 60

*Cada formulado corresponde a la cantidad de un litro.
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Tabla 2. Blastosporas de Beauveria bassiana en cultivo liquido a distintos tiempos de incubacion en los medios
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evaluados.
Medio Blastosporas/mL

72 horas 120 horas 168 horas
M1 2.15 x 107@ 3.95x 10’ @ 3.64 x10’®
M2 6.05 x 107(@) 1.08 x 108 (bed) 1.22 x 108 ®0)
M3 3.05 x 107 @) 9.78 x 107 @) 1.13 x 108 (abc)
M4 9.20 x 107(@) 2.10 x 108 (cde) 2.29 x 108 €9
M5 8.41 x 107(2) 2.08 x 108 (cde) 1.78 x 1089
M6 2.20 x 107(2) 4,35 x 107 @) 5.10 x 108 @)
M7 6.70 x 107(@) 1.78 x 108 (cde) 1.65 x 108
M8 2.10 x 108® 9.15x 108 @ 1.28 x 10°®
M9 1.98 x 108(9) 7.25 x 108 (9 9.80 x 108 €0
M10 1.42 x 108@0) 2.67 x 108 () 2.70 x 108 €9
M11 1.04 x 108@0) 8.51 x 108N 3.91 x 108 )
Media + EE 7.00 x 107 £0.10 1.82 x10%+0.13 2.00 x 108+ 0.14

EE: Error estandar.

57 -
5.6 -
55 T

54 gl I

53 4 I

pH

5.2 4 I

5.1 4

4.9 -

4.8 -
M1 M2 M3 M4 M5

Tratamientos

M6

E77h "]120h 168h

M7 M3 M9 M10 Mil11

Figura 1. pH promedio de los medios para la produccién de blastosporas de Beauveria bassiana (GHA) a diferentes
tiempos de incubacidn en cultivo sumergido a nivel matraz bajo condiciones de laboratorio (28 °C; 250 RPM).

bajo con 6.90 x 107 blastosporas/mL, mientras que a
las 96 horas de incubacion se obtuvieron 9.20 x 108
blastosporas/mL, y a las 144 horas la produccion
aument6 significativamente hasta 243 x 10°
blastosporas/mL, y siguio aumentando
exponencialmente hasta alcanzar 3 x  10°
blastosporas/mL (Figura 3).

El interés de estudiar las condiciones para producir
masivamente propagulos de B. bassiana datan de
hace varias décadas y con los avances tecnol6gicos
consecuentes  estos métodos se han ido
perfeccionando. Distintos autores han documentado
métodos utilizados en la optimizacién para la
obtencién de blastosporas de B. bassiana en cultivo
liqguido haciendo énfasis en las variaciones en el
medio de cultivo y condiciones de la fermentacion
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(Rombach et al., 1989; Chong- Rodriguez et al.,
2011; Sandoval-Coronado et al., 2010; Gandarilla-
Pacheco et al., 2013; Mascarin et al., 2015). En este
trabajo se disefiaron once medios para la propagacion
a nivel matraz de blastosporas de la cepa GHA de B.
bassiana, con diferentes fuentes de nitrégeno y se
obtuvieron valores promedio de 107- 10°
blastosporas/mL. El nitrégeno es un elemento clave
en los procesos fermentativos (Mascarin et al., 2018)
es por eso que en los Gltimos afios la tendencia es la
blisqueda de nuevas fuentes, organicas o inorganicas,
de nitrégeno que tengan como caracteristica
disponibilidad y bajo costo en el mercado con la
finalidad de optimizar recursos en la elaboracion de
medios de cultivo para fermentacion. Estudios
anteriores se han planteado esta problematica y han
obtenido resultados similares a los de este trabajo,
Chong- Rodriguez (2011) determind que un medio a
base de glucosa y peptona como fuente de nitrégeno
alcanzo niveles de 1.60x 10° blastosporas/mL para la
cepa GHA, estos resultados concuerdan con un
estudio reciente con la misma cepa donde utilizaron la
harina de semilla de algodon como fuente de
nitrgeno alcanzando una produccion de 1.46 x 10°
blastosporas/mL (Mascarin et al., 2018), mientras que

120 1

100 -

80 -

60 -

(%) Germinacién

40 -

20 -

Ml M2 M3 M4 M5

M6
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en el presente trabajo la mayor produccion de
blastosporas se alcanz6 con el medio que contenia
peptona y extracto de levadura, mientras que los
medios donde se utilizaron harinas solo alcanzaron
niveles de 108 blastosporas/mL, lo cual coincide con
lo reportado en un trabajo anterior donde
determinaron la produccion de blastosporas en un
medio de casaminoacidos y glucosa para la cepa
GHA alcanzando una produccion de 2.20 x 108
blastosporas/mL a las 72 horas (Gandarilla-Pacheco
et al., 2013). Es interesante resaltar las variaciones
existentes en estos trabajos pese a que la cepa en
estudio es la misma, esta variabilidad puede deberse a
distintos factores que pueden incidir directamente
sobre la produccion de blastosporas como la cantidad
de inoculo inicial, el tipo y velocidad de agitacion,
temperatura y el mismo medio de cultivo. Por otro
lado, Kleespies y Zimmermann (1992) mencionan
que los hongos entomopatogenos son poseedores de
una variabilidad genética amplia y pueden presentar
diferencias cuando se propagan en cultivo liquido, por
lo que se considera importante lograr la optimizacién
de los parametros de produccion en medios de cultivo
liquido para cada cepa en especifico.

“PDA =AA

M7 M3 M9 M10 Mil1

Tratamientos

Figura 2. Porcentaje de germinacion en agar papa dextrosa (PDA) y agar agua (AA) como sustratos de las
blastosporas de Beauveria bassiana (GHA) obtenidas post fermentacion en cultivo sumergido a nivel matraz bajo
condiciones de laboratorio (25 + 2 °C; 12:12 h luz: oscuridad).
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Figura 3. Cinética de crecimiento de la cepa GHA de B. bassiana en el medio de cultivo M8 a nivel matraz bajo

condiciones de laboratorio (28° C; 250 RPM).

Generalmente la produccién de blastosporas a nivel
laboratorio se lleva a cabo en equipos de agitacion
orbital como el utilizado en este estudio, sin embargo,
Villalba et al. (2010) mencionan que la agitacion
mecénica mostro una concentracion de blastosporas
de hasta veinte veces mas que en el sistema de
agitacion orbital para una cepa de B. bassiana por lo
cual se puede considerar como un factor, aunque en el
presente estudio no se realizd6 la produccién en
diferentes equipos.

Mascarin et al (2018) mencionan que la disposicion
de nitrégeno como aminoacidos en su forma libre
influye directamente en la produccion de blastosporas
y la resistencia a la desecacion, aunque el incremento
de la concentracién de glucosa y nitrégeno hasta 120
g/L y 30 g/L, respectivamente, no mejora o eleva la
produccion de blastosporas, si aumentd la tolerancia a
la desecacion lo cual se considera un pardmetro
critico para la formulacion. En este trabajo las fuentes
de nitrégeno que promovieron la mayor produccién
de blastosporas fueron el extracto de levadura y la
peptona, lo que es similar a lo reportado por
Sandoval-Coronado et al (2010) quienes reportan
para la cepa GHA una produccién de 5.1x10°
blastosporas/mL en un medio de cultivo con 40 g/L
de glucosa y 6 g/L de peptona de colagena a las 120
h. El extracto de levadura es un autolisado de células

de levaduras seleccionadas. Este producto contiene
vitaminas del complejo B, aminoacidos y algunos
factores de crecimiento, mientras que las peptonas
son una mezcla hidrosoluble de polipéptidos,
péptidos, aminoacidos y otras sustancias que quedan
después de la digestion del material proteico. La
calidad de las peptonas viene determinada por la
calidad de las materias primas seleccionadas, sus
condiciones de almacenamiento y los parametros de
la digestion. En este trabajo se utilizé la peptona de
caseina que es un digerido pancreéatico de caseina que
esta compuesto por una mezcla de aminoacidos y
péptidos de bajo peso molecular, sin embargo, Griffin
(1996) menciona que este tipo de peptona no presenta
un contenido aceptable de vitaminas lo cual puede
incidir en la esporulacién. En este trabajo esta
carencia parece haber sido suplementada con la
adicion del extracto de levadura.

Respecto a las harinas utilizadas, estas no mostraron
diferencias significativas en la produccion de
blastosporas. Estas harinas procedentes de granos de
acuerdo con tablas nutrimentales contienen en
promedio desde 13 a 18 gramos de proteina por cada
100 gramos (FUNIBER, 2020), sin embargo, Badui-
Dergal (1993) menciona que una proteina puede ser
altamente nutritiva y carecer de funcionalidad en un
proceso. Otro criterio que se debe considerar cuando
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se utilizan cereales es su composicién quimica, la
cual puede variar dependiendo de los factores
ambientales.

Otra de las limitantes en el uso de granos de cereales
como sustratos para la produccion de hongos radica
en el hecho de que existen fracciones resistentes a la
digestion enzimatica. Este fendmeno se ha
documentado para el almidon el cual presenta en su
estructura una fraccién resistente que se mantiene
integra durante el paso por el tracto gastrointestinal
humano (Villaroel et al., 2018). En el caso de la
presente investigacion las semillas utilizadas para la
elaboracion de las harinas empleadas en los medios
de cultivo evaluados no se sometieron a ningun
pretratamiento de digestion enzimatica lo cual pudo
haber influido en la disponibilidad de las mismas y
evitd que pudieran ser metabolizadas adecuadamente
por B. bassiana. Esta hipdtesis se apoya en el hecho
de que la mayor produccion de blastosporas se
observé en el medio que contenia extracto de
levadura y peptona de caseina debido a que ambos
compuestos son un autolisado celular y un digerido
pancredtico, respectivamente, lo cual significa que al
estar hidrolizados se aumenta la posibilidad de que
sea metabolizado por el organismo en cuestion sin
que esto signifiqgue un gasto de energia adicional
debido al pretratamiento enzimatico.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran la factibilidad
de utilizar fuentes alternativas de nitrogeno para
inducir la produccién de blastosporas de B. bassiana
mediante cultivo sumergido, aunque las harinas
probadas se encontraron por debajo de la produccion
alcanzada con la peptona y la levadura de cerveza,
estas se mantuvieron en el rango de 108
blastosporas/mL y estos rendimientos podrian ser
mejorados en futuros ensayos modificando las
proporciones C:N e incluyendo pretratamientos por
digestion enzimatica para aumentar la
biodisponibilidad de los nutrientes.
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