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Abstract

The mycelial biomass production of strains belonging to three genera of entomopathogenic fungi
(Isarta, Beauveria, and Cordyceps) was evaluated in four modified liquid culture media (YPD,
SDBY, YPDS, and SDBYES) with the aim of achieving greater growth for the physicochemical
analyzes in the search for promising metabolites, so the selection and adequate concentration of
nutrients is a fundamental factor. The media were enriched with mineral salts, eggshell ash and
standardized to pH 6.7, with incubation carried out at 22°C for 20 days. The results showed
variations in biomass production between the different culture media and strains. Isaria sp.
presented the highest average biomass in SDBYES, followed by Cordyceps sp. and Beauveria sp. in
YPDS. However, statistically no significant differences were found in biomass production between
the different media and strains. The pH variation during the incubation phase presented a
statistically significant correlation, registering a strong inverse relationship of the values with
respect to the incubation time, with an R” of 0.54, which demonstrates that the metabolic activity
related to biomass production acidifies the media crop. These findings provide valuable
knowledge for the formulation of effective culture media for entomopathogenic fungi with the
potential to significantly improve research in the biotechnological application of the mycelium of
these fungi.
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Resumen

Se evalué la produccién de biomasa micelial de cepas pertenecientes a tres géneros de hongos
entomopatégenos (Isaria, Beauveria, y Cordyceps) en cuatro medios de cultivo liquidos
modificados (YPD, SDBY, YPDS, y SDBYES) con la finalidad de lograr mayor crecimiento para los
andlisis fisicoquimicos en la bisqueda de metabolitos promisorios, por lo que la seleccién y
concentracién adecuada de los nutrientes es un factor fundamental. Los medios fueron
enriquecidos con sales minerales, ceniza de cascara de huevo y estandarizados a pH 6.7
llevandose a cabo la incubacién a 22°C durante 20 dfas. Los resultados mostraron variaciones en
la produccién de biomasa entre los diferentes medios de cultivo y cepas. Isaria sp. presento la
mayor biomasa promedio en SDBYES, seguido de Cordyceps sp. y Beauveria sp. en YPDS. Sin
embargo, estadisticamente no se encontraron diferencias significativas en la produccién de
biomasa entre los distintos medios y cepas. La variacién de pH durante la fase de incubacién
presento una correlacién estadisticamente significativa registrdndose una relacion inversa fuerte
de los valores respecto al tiempo de incubacién, con un R* de 0.54 lo que demuestra que la
actividad metabélica relacionada a la produccién de biomasa acidifica los medios de cultivo.
Estos hallazgos aportan conocimientos valiosos para la formulacién de medios de cultivo efectivos
para hongos entomopatégenos con el potencial de mejorar significativamente las investigaciones
en laaplicacién biotecnoldgica del micelio de estos hongos.

Palabras clave: Hongos entomopatigenos, biomasa, metabolitos, cultivo liquido, Cusco, Pert
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Introduceciéon

Los hongos entomopat6genos son microorganismos que habitan
en el suelo, infectan y controlan insectos y otros artrépodos a
través de la penetracion de la cuticula (Pepi et al., 2022), son
organismos que evolucionaron para explotar a los insectos.
Comprenden una amplia gama de especies de hongos
morfolégica, filogenética y ecolégicamente diversas (Aradjo &

Hughes, 2016).

Desde la década de 1960 se han realizado investigaciones
pioneras en el cultivo de hongos entomopatégenos en medios de
cultivo liquidos, sentando las bases para comprender los
requisitos nutricionales y las condiciones Gptimas de
crecimiento de estos hongos, al ser quimioheterétrofos,
sintetizan compuestos orgdnicos necesarios para la produccién
de energia y por ende para su crecimiento siendo los
carbohidratos la fuente de carbono preferida, ya que tienen la
capacidad de absorber y metabolizar azticares como la glucosa,
xilosa, sacarosa y fructosa (Moore, et al., 2011). Estos
nutrientes clave proporcionan los componentes bdsicos, la
energia y los cofactores necesarios para las reacciones
bioquimicas que favorecen el crecimiento de los hongos. La
concentracién adecuada de carbono, nitrégeno, oxigeno,
hidrégeno, minerales y vitaminas varia segin la especie y la
cepa de hongos. La seleccion de los ingredientes y las
concentraciones 6ptimas del medio puede llevar mucho tiempo
y ser laboriosa, especialmente para la fermentacion liquida,
pero es extremadamente importante definir las condiciones
nutricionales apropiadas para lograr el méximo rendimiento de
propagacién en el menor tiempo de fermentaciéon. Los
nutrientes también pueden afectar la morfogénesis de los
hongos, la formacién de propdgulos, la tasa de crecimiento
especifico y la calidad y aptitud de los propagulos para su uso
en el control biolégico (Jackson, 1997). Se pueden utilizar
fuentes inorgdnicas de nitr6geno como, nitrato de potasio
(KNO,), nitrato de sodio (NaNO,) (Bidochka et al., 1987) y
sulfato de amonio ((NH,),S0,), fuentes organicas como peptona,
levadura (Moore D et al., 2011), agua de remojo de maiz (Vidal
et al., 1998) y casaminodcidos (Jackson, 1997).

Pueden cultivarse en laboratorio en medios liquidos, siendo los
més utilizados YPD (Yeast Peptone Dextrose) debido a su
simplicidad y efectividad para promover el crecimiento de una
amplia gama de hongos, SDBY (Sabouraud Dextrose Broth with
Yeast extract), YPDS (Yeast Peptone Dexirose with serum),
SDBYES (Sabouraud Dextrose Broth with Yeast extract and
serum). La adicién de suero puede proporcionar nutrientes
adicionales como fuente inorgdnica, favoreciendo un
crecimiento micelial més robusto. Estos medios proporcionan
los nutrientes necesarios para el crecimiento de los hongos y
pueden ser modificados para optimizar la produccién de
biomasa segin las necesidades especificas del hongo y del
objetivo del estudio o aplicacién (Jaronski & Mascarin, 2017).

Por otro lado, el género Isaria es importante para el control
biolégico, ya que especies como I. farinosa, I. javanica e I.
Jumosorosea muestran potencial como bioinsecticidas contra

plagas como Nasutitermes corniger (Lopes et al., 2017), I.

fumosorosea es un potente hongo entomopatégeno eficaz contra

las larvas de Eublemma amabilis (P. Das et al., 2022), Isaria
Javanica, desempeiia un papel crucial como entomopatégeno,
ya que parasita eficazmente a varios insectos y contribuye al
control de las plagas a través de sus proteasas patdgenas y
metabolitos secundarios (Lin et al., 2019), también se sabe
que este género es importante para producir compuestos
bioactivos como las isariotinas y la beauvericina con potentes
propiedades antioxidantes y antiproliferativas, como se ha
demostrado en I. tenuipes del Himalaya de Darjeeling (Chhetri

et al.,2020).

Especies del género Beauveria, muestran potencial como
agentes de control biolégico contra Bemisia tabaci y
Trialeurodes vaporariorum, destacando B. bassiana ARP14 por
su importancia en el manejo de plagas (Jang et al., 2023)
exhibiendo una potente actividad antibacteriana, lo que la hace
valiosa para el control biolégico contra varias bacterias, en
particular las cepas grampositivas (Camele et al., 2023). Por
su parte, el género Cordyceps es notable debido a la produccién
de aproximadamente 131 metabolitos bioactivos, lo que ofrece
un gran potencial para la investigacién y el desarrollo de
nuevos fdrmacos (Qu et al., 2022), importantes por sus
propiedades inmunoestimuladoras, incluida la produccién de
citocinas, la estimulacién de la fagocitosis y los efectos
antiinflamatorios, ademéds de diversas actividades
farmacol6gicas, con propiedades antioxidantes vy

anticancerigenas (Das G. et al.,2021)

Bajo ese contexto, la formulacién de medios de cultivo liquidos
es crucial para la produccién de biomasa micelial, ya que
varios factores clave afectan tanto el crecimiento del hongo
como su eficacia biolégica. Un equilibrio adecuado entre los
diferentes nutrientes y el pH es esencial para maximizar la
produccién de biomasa y asegurar que el hongo crezca de
manera saludable y vigorosa. Por lo que, en la presente
investigacion, se evalué el comportamiento de los géneros
Isaria, Cordyceps y Beauveria en cuanto a la produccién de
biomasa y la variacién del pH en diferentes medios de cultivo
liquidos modificados con la finalidad de obtener micelio parala
extracccion, purificacién y caracterizacion de los compuestos

fendlicos y suuso en futuras aplicaciones biotecnolégicas.
Materiales y Métodos

El trabajo se desarrollé en los laboratorios del Centro de
Investigacién y Producciéon de Hongos Alimenticios y
Medicinales - CIPHAM de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco, para lo cual se emplearon cepas
aisladas en laboratorio a partir de sinemas y estromas,
colectados en la Provincia de La Convencién, los mismos que

forman parte del banco de germoplasma del CIPHAM.
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Especies de estudio

Se estudiaron tres géneros de hongos entomopatégenos: Isaria
(Isa-Pr-02), Beauveria ( Beu-Kit-21) y Cordyceps (Cor-Alf-
01). Estos hongos fueron colectados en las localidades de
Palma Real, Kiteni y Alfamayo, respectivamente, todas
pertenecientes a la Provincia de La Convencién, en el

Departamento de Cusco, Perd.
Preparaciéon del inéculo

Las muestras colectadas, debidamente identificadas, se
aislaron in vitro en PDA (Papa Dextrosa Agar) y se incubaron a
22°C durante 15 dfas. Una vez que las placas estuvieron
cubiertas con micelio de las cepas en estudio, se procedié a
inocular frascos con 100 ml de solucién isoténica (0.9%),
debidamente esterilizados por calor himedo (121°C a 15 1b
durante 15 minutos), utilizando un gramo de micelio.
Posteriormente, los frascos se agitaron a 120 RPM durante 15
minutos. Transcurrido este tiempo, se incubaron a 22°C

durante 48 horas para activar el micelio.
Formulaciéon de medios de cultivo liquidos

Se realizaron cuatro formulaciones de medios de cultivo
liquidos con cinco repeticiones cada una (Tabla 1). A estas
formulaciones se les anadieron diferentes sales minerales para
favorecer el crecimiento y la produccién de biomasa micelial,
manteniéndolas estandarizadas a un pH de 6.7 debido a que
estos hongos crecen en un rango de pH entre 5-7. Asi el
crecimiento 6ptimo para Beauveria oscila en pH 5-8
(Hallsworth y Magan, 1996), Cordyceps
temperatura de incubacién 22°C  (Singh, S. y Singh, G. 2023),
mientras que [saria tiene un crecimiento optimo en pH 5.5

(Agudelo 1983).

aun pH 7y

1. Medio Extracto de Levadura, Peptona y
Dextrosa (YPD): Contiene 10 g/L de extracto de
levadura, 10 g/L. de peptona, 20 g/I. de dextrosa anhidra
extra pura, 0.5 g/l de CaCl,-2H,0, 0.5 g/L. de MgSO,-7H,0,
3 ¢g/L de NH,NO,, y 0.5 g/L de KH,PO,, modificado de
Suparmin et al. (2019).

2. Medio Sabouraud Dextrosa con extracto de
levadura (SDBY): Contiene 30 g/L. de Sabouraud
Dextrose Broth, enriquecido con 10 g/l de extracto de

levadura.

3. Extracto de levadura, peptona,dextrosa -sales
minerales: Contiene 10 g/L. de extracto de levadura, 10

g/L. de peptona, 20 g/L. de dextrosa anhidra extra pura, 0.5

g/L. de CaCl,2H,0, 0.5 g/L. de MgSO,-7H,0, 3 g/L de
NH,NO,, 0.5 g/L. de KH,PO,, 0.46 X 10~ g/L de 4cido
citrico, 0.5 X 107 g/ de ZnS0O,, 0.1 X 10~ g/L de
Fe(NH,),(SO,),:6H,0 y 0.025 X 10"* g/L de CuSO,-5H,0,

modificado de Suparmin et al. (2019).
4. Medio Sabouraud Dextrosa con extracto de

levadura y cascara de huevo (SDBYES): Contiene 30
g/L de Sabouraud Dextrose Broth, enriquecido con 10 g/LL
de extracto de levadura y 5 g/L. de ceniza de cdscara de

huevo, modificado de Chirivi et al. (2017).

Tabla 1: Medios de Cultivo y Cepas

Medio de cultivo Cepa Repeticiones
Bea-Kit-21 5
SDBY Isa-Pr-02 5
Cor-Alf-01 5
Bea-Kit-21 5
SDBYES Isa-Pr-02 5
Cor-Alf-01 5
Bea-Kit-21 5
YPD Isa-Pr-02 5
Cor-Alf-01 5
Bea-Kit-21 5
YPDS Isa-Pr-02 5
Cor-Alf-01 5

Total 60

Biomasa micelial y medicién del pH

Se utilizaron frascos autoclavables con una capacidad de 500
ml, al que seafiadieron 250 ml del medio de cultivo formulado
y 4 ml del in6culo de la cepa correspondiente. Los frascos se
agitaron a 120 RPM durante 15 minutos y posteriormente se
incubaron a 22°C durante 20 dias. Después de la incubacién,
cada muestra se filtr6 al vacio y se sec6 en un deshidratador a
30°C para obtener la biomasa micelial. Para la medicién del pH
se extrajo una alicuota de 3ml por tratamiento cada 3 dias

durante el proceso de la investigacion.
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente

mediante un andlisis factorial con un nivel de significancia de

p =0.05.
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Resultados y Discusion

Tabla 2: Descripcién de las Cepas

MEDIO DE SDBY YDP SDBYES YDPS

CULTIVO

CEPA

Cor-Alf-01 Micelio blanco, Micelio color blanco/  Micelio crema claro,  Micelio blanco v con
algodonoso, con el con el paso del escaso, superficial el paso del tiempo
paso del tiempo tiempo colorcrema,  Escaso crecimiento color crema, escaso y
crema de crecimiento  poco algodonoso, de  suspendido superficial.
superficial y crecimiento
suspendido superficial, escaso
filamentoso en el crecimiento
medio suspendido en el

medio

Isa-Pr-02 Micelio color blanco  Micelio colorblanco  Micelio de color Micelio blanco con
algodonoso algodonoso no tan blanco con buen el paso del tiempo
compacto, se observé compacto, se observé  crecimiento, crema, crecimiento
un crecimiento crecimiento compacto en la superficial
suspendido superficial y escaso supetficie del medio, algodonoso, escaso
filamentoso suelto vy crecimiento con escaso micelio crecimiento
conglomerado v un suspendido. suspendido. suspendido.
crecimiento
superficial

Bea-Kit-21 Micelio blanco, con  Micelio blanco, con  Micelio blanco, con  Micelio blanco,
el paso del tiempo el paso del tiempo el paso del tiempo algodonoso,
crema bubalinus se  crema bubalinus se  crema bubalinus se  compacto,
observé crecimiento  observd crecimiento  observo crecimiento  crecimiento
elevadoen la elevadoenla elevadoen la superficial, y casi
supetficie y superficie poco superficie nulo el crecimiento
suspendido como algodonoso, muy suspendido
pequefios filamentos  poco micelio
dispersos suspendido

Como podemos ver en la tabla 2 y la figura 1, el micelio de las cepas en estudio mostré un crecimiento inicial suspendido durante

los primeros dias, que luego se volvié superficial con el paso del tiempo. En el medio SDBY se observé un crecimiento micelial

vigoroso, tanto superficial como suspendido, para el género Isaria. En contraste, en el medio YDPS solo se observé un

crecimiento superficial para Cordyceps. En el caso de Beauveria, se observé un crecimiento mas homogéneo en los diferentes

tratamientos.

Figura 1. Micelios en crecimiento en medios de cultivo liquidos:

a) SDBY b) YDP c) YDPS d) SDBYES

Tabla 3: Promedios de biomasa micelial segtin cepa y segtin medio

Medios de cultivos liquidos

Cepas
SDBY SDBYES YPD YPDS
Bea-Kit-21  03956¢g 02104¢g 04104g 04234¢g
Tsa-Pr-02  04692g 0,7874g 03846g 02500g
Cor-Alf-01 06388g 0.4310g 03346g 0.7254g
Biomasa micelial promedio
1.0000 g
0.8000 g
0.6000 g
0.4000 g
0.2000 g - i i
0.0000 g
SDBY SDBYES YPD YPDS

W Bea-Kit-21m Isa-Pr-02m Cor-Alf-01

Figura 2. Promedio de biomasa micelial en funcién al medio de

cultivo liquido y cepa.
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Cada cepa produce diferentes cantidades de micelio en cada
medio de cultivo (Tablas 3 y figura 2); para Isa Pr-02 el medio
de cultivo con mayor crecimiento promedio de micelio fue
SDBYES con 0,7874 g, seguido de Cor-Alf-01 y Bea-Kit-21 con
0.7254¢y 0.4234¢ respectivamente, ambos en el medio YPDS.
Estos resultados confirman lo referido por Jaronski & Mascarin,
(2017) quienes indican que estos hongos pueden cultivarse in
vitro en medios liquidos siendo los més utilizados SDBY y
SDBYES que contiene dextrosa, peptona y extracto de levadura
enriquecidos con sales minerales, favoreciendo un crecimiento
micelial mds vigoroso, semejante a lo hallado en la presente
investigaciéon donde la adicién de sales minerales en los dos
medios (YPDS, SDBYES) y ceniza de cascara de huevo para la
formulacién SDBYES que en cantidades minimas estimula el
crecimiento micelial del hongo. Ademés que en el proceso de
produccién micelial existen suplementos con microelementos
como sales, elementos en trazas y vitaminas que no son
indispensables en grandes cantidades para el desarrollo del
hongo, como lo menciona Cruz (2007).

Analisis Factorial de la biomasa en funcién de los medios
de cultivo y las cepas

Tabla 4: ANOVA de las variables predictoras

. Media
Origen el cuadratica F p
MEDIO 3 0,044 0232 0874
CEPA 2 0,153 0,802 0.455
MEDIO *
CEPA 6 0,215 1,123 0,364
Error 48 0,192

El resultado indica que no existe diferencias significativas
respecto a la produccién de biomasa en los distintos
tratamientos para los dos factores “medio de cultivo” y “cepa”
como también la interaccién de estos. Probablemente esto se
deba ala composicién del medio de cultivo, que tuvo como base
la misma formulacién con variaciones en las sales minerales
(CaCl,.2H,0, MgSO,-7H,0, NH,NO,, KH,PO, 0.5 g/L, ZnSO,
0.5, Fe (NH),(50,). 2.6H,0, y CuSO,. 5H,0) compuestos que no
son esenciales para el crecimiento del hongo entomopatégeno,
pero que sin embargo, afecta al desarrollo fenotipico segin la
especie, concentracién y variedad de los componentes del
medio de cultivo, caracteristicas que también son citadas por

Jaronski (2014).

2,00 | Medio

Cultivo
[ sDBY

1 SDBYES
1,50 IYPD

I YPDS

95% Cl Biomasa Fungica
4

Bea-Kit-21 Isa-Pr-02 Cor-Alf-01

Cepa

Figura 3: Intervalo de la media al 95% de confianza

En la figura 3 podemos ver que los intervalos de la media al
95% de confianza muestran similitud en todos los casos. Como
lo menciona Jackson (1997), los nutrientes son elementos
clave para favorecer el crecimiento de estos hongos pudiéndose
utilizar fuentes inorgdnicas de nitr6geno como, nitrato de
potasio (KNO,), nitrato de sodio (NaNQ,) y sulfato de amonio
((NH,),S0,), y fuentes orgdnicas como peptona y levadura como
se refieren Bidochka et al., (1987) y Moore et al. (2011),
nutrientes semejantes a los utilizados en la presente
investigacion, pero que sin embargo no reflejan una variacién
significativa en la produccién de biomasa.

ISA-PR-02

8,00
7,50
7,00
6,50

PH

6,00
5,50
5,00
4,50
4,00

DiAS

BEA-KIT-21
8,00
7,50
7,00
6,50

PH

6,00
5,50
5,00
4,50

4,00
0 H 10 15 20
DiAS

COR-ALF-01
8,00
7,50
7,00

6,50

PH

6,00
5,50
5,00
4,50

4,00
DiAS

=—4—YPD

—i— SDBY

== SDBYES
=3¢=YPDS

Figura 4. Comportamiento del pH durante 20 dias en 4 medios de
cultivo liquidos formulados.

Se estandarizo el pH inicial a 6.7 la misma que sufrié pequenas
variaciones con tendencia a la disminucién a partir del dia 3
llegando a oscilar entre 4-5 durante los dias 17 y 20,
observdndose este fenémeno para las tres cepas en los 4 medios
de cultivo formulados, disminuyendo ademds el volumen de la
masa micelial, segtin Hanlon et al., (1994) esta variacion
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se genera por la degradaciéon de proteinas y fermentacion de
carbohidratos del medio de cultivo. Cafiedo (2004) menciona
que los pH recomendados para el cultivo de hongos
entomopatégenos en el laboratorio son neutros o ligeramente
dcidos, por su parte Chdvez (2008) observé un mayor
crecimiento en un rango de pH de 6.1-8.5 y menor crecimiento
entre un pH de 4 - 5 en los dltimos periodos de tiempo para
Beauveria y Metarhizium, resultados semejantes a la presente
investigaciéon donde se observé que el pH disminuyo a lo largo
del tiempo en todos los medios de cultivo, excepto con Isaria
que mantuvo sus valores en comparacién con las otras cepas,

especialmente en YPD y SDBYES.

Prueba de regresion lineal simple para el pH en funciéon
del tiempo

8,00

Tiempo

® Chsevado
= Lineal
— Linea de interpolacidn

Figura 5. Regresion lineal simple para predecir el efecto del tiempo

sobre el pH en medios de cultivo liquidos.

Tras calcular el modelo de regresion lineal simple para predecir
el efecto del tiempo sobre el pH en medios de cultivo liquidos,
la ecuacién de laregresion fue estadisticamente significativa

F (1) =101.77, p<.001. donde el valor de la R* fue de 0.54
demostrandose que la actividad metabdlica relacionada a la
produccién de biomasa acidifica los medios de cultivo en todas
las cepas y medios de cultivo estudiados. Asi mismo, la

ecuacion de regresion lineal fue la siguiente:

Y =—.096 = tiempo + 7.005
Donde la puntuacién del pH disminuye 0.096 cada dia, lo que
indica que a medida que transcurre el tiempo durante el

crecimiento de la cepa, el medio de cultivo liquido se acidifica

(Figura 5)
Conclusiones
La disposicién de las sales minerales adicionadas a las

formulaciones respectivas como suplementos indujeron al

crecimiento del micelio. Cada hongo entomopatégeno se adapté

a un medio formulado diferente segtin sus necesidades, asf el
medio SDBYES demostré ser el mds efectivo para la
produccién de biomasa micelial de Isaria sp. mientras que
YPDS fue el medio propicio para Beauveria sp. y Cordyceps sp.
Esto sugiere que las condiciones éptimas de cultivo pueden
variar entre diferentes especies de hongos, incluso cuando se
utilizan medios ricos en nutrientes.

Lainfluencia del pH indica que el ajuste de este en el medio de
cultivo tuvo un impacto significativo en la produccién de
biomasa. Los hongos respondieron mejor en un rango de pH
especifico, destacando la importancia de mantener
condiciones controladas y 6ptimas durante el cultivo.

Este estudio proporciona una base para el desarrollo de
métodos de cultivo mds eficientes y efectivos para hongos
entomopatégenos, con el potencial de mejorar
significativamente las investigaciones en la aplicacion
biotecnolégica del micelio de estos hongos.
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