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Resumen

La agricultura es fundamental para distintas actividades humanas, su desarrollo y la conservacion de la
biodiversidad. La calidad y disponibilidad de los productos agricolas depende de factores abidticos y
bidticos. Entre estos ultimos, las plagas y las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos provocan
un alto porcentaje de pérdidas y amenazan la seguridad alimentaria. Para controlar estos organismos
fitopatdgenos se utilizan fungicidas como el Tebuconazol (TEB), ampliamente empleado en la agricultura;
sin embargo, su aplicacion constante ha incrementado la aparicién de cepas de hongos fitopatdgenos

resistentes, ademas su presencia reduce la efectividad de otros hongos como agentes de control bioldgico.

Tal es el caso del hongo entomopatdgeno e hiperparasito Akanthomyces lecanii, adecuado para el control
bioldgico simultdneo de plagas de insectos y hongos, pero es muy sensible a los fungicidas. Con el fin de
producir cepas de A. lecanii que puedan utilizarse como agentes de control biolégico en presencia del TEB,
en este trabajo se llevé a cabo la induccion de resistencia al TEB en dos cepas silvestres de A. lecanii
mediante radiacion UV y presién selectiva en gradientes crecientes del fungicida, por medio de una
modificacion de la Arena de Crecimiento y Evolucién Microbiano (MEGA). A partir del proceso de
mutagénesis y presion selectiva se aislaron nueve cepas de A. lecanii que mostraron resistencia a altas
concentraciones de TEB, tres de estas cepas fueron resistentes a una concentracién del fungicida diez veces
mayor a la dosis recomendada en la agricultura. Ademas, se aislaron tres cepas resistentes a TEB adaptadas
de forma natural, solo con presion selectiva. Las tasas de crecimiento, conidiacion, produccion de enzimas
hidroliticas y la virulencia contra el hemiptero Coccus viridis no se afectaron en las cepas resistentes al
TEB. Por otro lado, al evaluar las cepas obtenidas como micoparéasito de Cladosporium sp., se observé un

efecto sinérgico entre las cepas resistentes y el fungicida.

Estas cepas tendran una mayor oportunidad de desarrollarse y establecerse en ambiente donde el fungicida
esta presente, y pueden ser utilizadas en estrategias donde se combinen agentes biolégicos y quimicos para
mejorar el control de insectos y hongos fitopatdgenos en la agricultura. Ademas, la metodologia de presion
selectiva mediante la placa MEGA modificada puede emplearse para mejorar la adaptacion de hongos
entomopatdgenos, por ejemplo, que sean resistentes a otros tipos de estrés abiotico que limitan su

efectividad en el control de plagas.

Palabras clave: Akanthomyces lecanii, Tebuconazol, Radiacion UV, Presion selectiva, Control bioldgico,

Fungicida.



Abstract

Agriculture is fundamental for various human activities, its development, and the conservation of
biodiversity. The quality and availability of agricultural products depend on abiotic and biotic
factors. Among the later, pests and fungal diseases cause a high percentage of losses and threaten
food security. To control these phytopathogenic organisms, fungicides such as Tebuconazole
(TEB), widely used in agriculture, are employed. However, its constant application has increased
the emergence of resistant phytopathogenic fungal strains, and its presence also reduces the
effectiveness of other fungi used as biological control agents. Such is the case of the
entomopathogenic and hyperparasitic fungus Akanthomyces lecanii, suitable for the simultaneous

biological control of insect and fungal pests, but highly sensitive to fungicides.

In order to produce A. lecanii strains that can be used as biological control agents in the presence
of TEB, this work carried out the induction of TEB resistance in two wild strains of A. lecanii
through UV radiation and selective pressure in increasing gradients of the fungicide, using a
modified Microbial Evolution and Growth Arena (MEGA). From the mutagenesis and selective
pressure process, nine A. lecanii strains and three naturally adapted ones were isolated, showing
resistance to high concentrations of TEB relative to the dose recommended in agriculture. Three
of the irradiated strains were resistant to a concentration of the fungicide ten times higher.
Moreover, growth rate, conidiation, production of hydrolytic enzymes, and virulence against the
hemipteran Coccus viridis were not affected in the TEB-resistant strains. When the TEB-resistant
strains were evaluated as mycoparasites of Cladosporium sp., a synergistic effect between selected

strains and the fungicide was observed.

These strains will have a greater opportunity to develop and establish in environments where the
fungicide is present and can be used in strategies combining biological and chemical agents to
improve the control of insect and phytopathogenic fungal pests in agriculture. Additionally, the
selective pressure methodology using the modified MEGA plate can be employed to improve the
adaptation of entomopathogenic fungi, for instance, to develop resistance to other types of abiotic

stress that limit their effectiveness in pest control.

Key Words: Akanthomyces lecanii, Tebuconazole, UV-radiation, Selective pressure, Biological control,
Fungicide.
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1. Introduccion

La agricultura es una actividad estratégica fundamental para la humanidad ya que proporciona alimentos,
genera empleos, proporciona materia prima a distintas industrias, contribuye al desarrollo rural y ayuda a
la conservacion de la biodiversidad (Lichtfouse et al., 2009; Bournaris et al., 2016). Para que la produccién
agricola pueda cubrir los requerimientos de la poblacién mundial, se ha estimado que debe aumentar en un
60 % la produccion para el afio 2050, fecha en la que se proyecta que la poblacién mundial alcanzara un
aproximado de 10 mil millones de personas (FAO, 2019).

La produccion agricola constituye més del 80 % de la dieta humanay es la principal fuente de alimento del
ganado, por lo que es necesario un acceso permanente a alimentos seguros y nutritivos para mantener las
distintas poblaciones saludables y productivas (FAO, 2020; Boa et al., 2015). Para cumplir con este
requerimiento, se debe considerar la salud vegetal como un elemento critico que permite mantener la

seguridad alimentaria y preservar la salud humana, animal y el equilibrio ambiental (Rizzo et al., 2021).

La calidad y la disponibilidad de la produccion agricola estan amenazadas por factores tanto abioticos
(sequias, salinidad, altas temperaturas y contaminacion por metales pesados), como por factores bidticos
(plagas y enfermedades) que resultan en una pérdida anual de entre el 20 a 40 % de la produccién global
(FAO, 2022). Entre los organismos que generan un mayor dafio se encuentran los hongos fitopatdgenos
(Jankielsohn, 2018; Mehmood et al., 2025; Sharma, 2021), su presencia genera un riesgo grave para la
seguridad alimentaria y la sostenibilidad ambiental. Ademaés, las modificaciones ambientales debido al
cambio climéatico han favorecido el establecimiento de agentes patégenos e impulsado la aparicion de

nuevas cepas, asi como su dispersion a nuevas regiones (Singh et al., 2023).

Para combatir las plagas y enfermedades, se han empleado distintas estrategias en las que se incluye al
control quimico como la medida mas comun, donde se emplean plaguicidas especificos para los diferentes
tipos de agentes patdgenos. Se estima que, a nivel mundial, la aplicacion de ingredientes activos de estos
compuestos es de 3.37 millones de toneladas. De los cuales, los fungicidas y bactericidas representan un 22
% (FAO, 2025).

Aunque los plaguicidas quimicos tienen un rapido efecto, provocan repercusiones ambientales graves,
como la degradacion y alteracion de la fertilidad del suelo, modificacion de la microbiota, contaminacion
de aguas superficiales y subterrdneas, dafio a organismos polinizadores y riesgos directos para los
agricultores y consumidores, a los que pueden causar trastornos neuroldgicos, reproductivos e incrementar
el riesgo de cancer (FAO, 2023; Arce-Estrada et al., 2025; Hossain et al., 2022; Malik et al., 2017; Mandal
et al., 2020; Kaur y Sinha, 2019; Maggi y Chreil, 2023; Anjaria y Vaghela, 2024; Anaduaka et al., 2023;

Rossetti et al., 2020; Said, 2023). Adicionalmente, el uso constante y desmedido de estos agroquimicos ha



favorecido la aparicion de resistencia en las plagas, situacién que ha requerido de la utilizacion de dosis
mayores, emplear una gama méas amplia de productos y ha incrementado la presion ambiental sobre la
microbiota nativa presente en los agroecosistemas (Anjaria y Vaghela, 2024).

En el caso especifico del fungicida Tebuconazol, este se ha empleado ampliamente en la agricultura por su
accion sistémica y por ser de amplio espectro. El tebuconazol es un antimicético triazélico que inhibe la
sintesis de ergoesterol al interferir con el citocromo P450 (Yoshida y Aoyama, 1987; Zhao et al., 2022),
por lo que protege, cura y elimina las infecciones fungicas (Klix et al., 2007; Damicone, 2016). Sin
embargo, su uso continuo ha ejercido una presion selectiva en distintas especies de hongos fitopatégenos
como Alternaria alternata (Malandrakis et al., 2015), Pyricularia spp. (Dorigan et al., 2017), y Monilinia
fructicola (Lichtemberg et al., 2017; Pereira et al., 2019), asi como en el hongo patégeno para humanos
Aspergillus fumigatus (Cui et al., 2019; Kemoi et al., 2018; Jeanvoine et al. 2020). Diversos estudios, han
descrito modificaciones en el sitio de accion, sobreexpresion de proteinas objetivo, sobreexpresion de
bombas de eflujo, como mecanismos de resistencia a este antimicético (Deising et al., 2008; Lucas et al.,
2015; Sierotzki y Scalliet, 2013; Chen et al., 2013; Sanchez-Torres, 2021).

El control bioldgico es otra estrategia en el manejo y contencidn de plagas, se plantea como una alternativa
para evitar los problemas ambientales ocasionados por los plaguicidas quimicos. Esta técnica introduce
enemigos naturales de los organismos fitopatdgenos para suprimir las poblaciones por debajo del dafio
econdmico (Stoner, 2004; Pal y McSpadden, 2006; Blackburn et al., 2016). Entre los organismos utilizados
como agentes de control biolégico se encuentran los hongos entomopatdgenos y micoparasitos, que tienen
un rango amplio de hospederos, representan un bajo riesgo ambiental y tienen una menor probabilidad de

inducir resistencia (Rai et al., 2014).

El hongo Akanthomuyces lecanii, es un agente de control biolégico que se ha reportado como
entomopatdgeno (Shinde et al., 2010; Mier et al. 1991; Amini et al., 2010; Kim et al., 2005: Goettel et al.,
2008), y micoparasito (Eskes et al., 1991; Vandermeer et al., 2009; Canjura-Saravia, 2002; Gonzalez y
Suris, 2007; Jackson et al., 2012). Sin embargo, al ser utilizado en campo, la presencia residual de algunos
agroquimicos limita su desarrollo, colonizacién y eficacia (Reddy et al., 2018; Castellanos-Gonzélez et al.,

2011), lo que impide su implementacion efectiva en sitios contaminados con el fungicida.

Ante las limitaciones ejercidas por el ambiente, como la presencia de plaguicidas quimicos, asi como la
necesidad por incrementar la velocidad de accion y efectividad de los agentes de control biolégico fungico,
se han implementado distintas técnicas para obtener variantes capaces de sobreponerse a estas restricciones.
Una de ellas es el mejoramiento mediante ingenieria genética que ha permitido aumentar la virulencia en

cepas de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (St. Leger y Wang, 2010; Mascarin et al., 2025).



Sin embargo, esta estrategia enfrenta barreras como la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente

Modificados que limitan su implementacion en campo.

Por otra parte, la mutagénesis por radiacion ultravioleta combinada con presidn selectiva se considera como
una alternativa a la ingenieria genética y que no cuenta con las limitaciones de implementacion (Gao et al,
2025). De esta forma, se ha logrado que distintos aislados conserven su virulencia o se vea incrementada
como es el caso de Beauveria bassiana, donde se observé un incremento significativo de la eficacia
infectiva de las cepas mutantes (Robledo-Monterrubio et al., 2009). De igual forma, esta estrategia ha
permitido la obtencidn de cepas resistentes a compuestos, como el propamocarb en experimentos de

radiacion UV-C en cepas de Lecanicillium lecanii (Xie et al., 2018).



2. Marco Teorico
2.1. Efecto de las plagas y enfermedades en la seguridad alimentaria

La agricultura constituye un proceso de produccidon indispensable que contribuye sustancialmente con cada
sociedad y economia, provee aportes primarios, alimento, ingresos y empleo. También, esta relacionada
con la calidad y provisién segura de alimentos, proteccién ambiental, desarrollo rural integrado y ayuda a
salvaguardar la estructura de areas rurales (Lichtfouse et al., 2009; Bournaris et al., 2016). Sin embargo,
debido al crecimiento poblacional, se estima que sera necesario aumentar la produccion de alimentos a nivel
global en un 60 % para cubrir las necesidades de cerca de 10 mil millones de personas para el 2050 (FAO,
2019).

Para asegurar un mayor rendimiento agricola y el abastecimiento de alimento para la poblacion mundial,
se debe considerar la salud vegetal como eje vital para sostener tanto la salud humana, como animal.
También debe ser considerada como componente critico de la interaccién compleja con el ambiente y los

organismos presentes en él (Rizzo et al., 2021).

La salud vegetal es un componente importante de la seguridad alimentaria como medio de vida en la
agricultura, suministro de materia para la industria farmacéutica y la calidad ambiental (Fletcher et al.,
2009; Boa et al., 2015). Debido a que las plantas proveen mas del 80 % del alimento consumido por
humanos y son la principal fuente de comida para el ganado (FAQ, 2020), se debe considerar a la seguridad
alimentaria como el estado de acceso confiable a alimento seguro, suficiente, nutritivo y asequible a todo

tiempo para contar con sociedades saludables y productivas (Boa et al., 2015).

La disponibilidad y calidad de materia vegetal esta influenciado por estrés abidtico como la sequia,
salinidad, temperatura y la acumulacién de metales pesados, asi como por estresores bidticos como la
presencia de plagas y enfermedades que reducen el rendimiento de cultivos y provoca detrimento de su
calidad (Maheswari et al., 2011). Las enfermedades vegetales resultan en una pérdida anual estimada de 20
a 40 % de la produccion global, que representa un costo econdémico de cerca de 220 mil millones de d6lares
(FAO, 2022).

Entre los organismos que provocan dafio a la agricultura se encuentran los insectos, que afectan el 18 % de
la produccion mundial (Jankielsohn, 2018). Ademas, se consideran como la mayor fuente de estrés bi6tico
en los cultivos (Mehmood et al., 2025). Por otra parte, estan los hongos fitopatdgenos, que son los
organismos dominantes en enfermedades vegetales, y han sido relacionados con un impacto de entre un 70
y 80 % de las pérdidas de la produccion agricola; estos organismos representan el grupo ecolégico que

genera la mayor amenaza econémica para los cultivos (Sharma, 2021).



La presencia de los agentes patdégenos provoca un riesgo significativo a nivel global para la seguridad
alimentaria y la sustentabilidad del ambiente. La pérdida de la productividad primaria y biodiversidad
impacta directamente las condiciones socioecondmicas de regiones afectadas con las plagas y
enfermedades. Sumado a esto, el cambio climético incrementa el riesgo de brotes por alterar la evolucion
de los patdgenos y la interaccion con los hospederos, lo que propicia la emergencia de nuevos fenotipos
patégenos y finalmente deriva en un cambio del rango de los agentes patdgenos, establecimiento,

incremento poblacional y dispersion a nuevas regiones (Singh et al., 2023).

2.2. Estrategias para el control de plagas y enfermedades

La presencia de plagas y enfermedades en determinadas areas geograficas representan riesgos como a) un
cambio forzado de localizacion de estos cultivos, b) la aparicién de cepas mejor adaptadas y con mayor
virulencia que pueden diseminarse de forma mas efectiva, lo que incrementa el impacto en la regién (Fones
et al., 2017). Debido a esto, se han desarrollado distintas medidas para controlar a los organismos
patogenos. Entre ellas se ha considerado el control cultural, la resistencia genética, el control quimico, el
control bioldgico y el manejo integrado de plagas (L6pez, 1990; Cardenas-Murillo, 1993; Zhou et al.,

2024); de estos, el control quimico y bioldgico son los de mas amplio uso (Shavanov et al., 2022).

2.2.1. Control quimico

Desde el inicio de la agricultura en Mesopotamia, la humanidad se ha enfrentado con la presencia de plagas
y enfermedades que amenazan la sustentabilidad de los cultivos. Por ello, la utilizacién de distintos
compuestos se ha convertido en una préctica para solucionar estos problemas, como la adicion de sulfuro
para controlar insectos y termitas en Sumeria. Posterior a la segunda guerra mundial y el avance
tecnolégico, la industria agroquimica present6 un crecimiento significativo, que permitié el desarrollo y

registro de diversos tipos de plaguicidas a nivel mundial (Umetsu et al., 2020).

Ademas de combatir agentes patdgenos existentes en los cultivos, los plaguicidas quimicos (Fig. 1), se han
utilizado como principal estrategia por favorecer el rendimiento de las plantas, mejorar la calidad de la
cosecha y, son la primera opcién por su rapida accion para combatir las plagas (Suprapta, 2012). A nivel
mundial, se ha registrado la utilizacion de 3.73 millones de toneladas de ingredientes activos, en donde los
herbicidas representan un 51 % de los plaguicidas utilizados, los insecticidas un 22 %, los fungicidas y
bactericidas un 22 % (FAO, 2025).
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Fig. 1. Estructura quimica de distintos plaguicidas utilizados en la agricultura. A) Herbicida: Glifosato
(Soares et al., 2021); B) Insecticida: Imidacloprid (Aradjo et al., 2023); C) Bactericida: Bronopol (Ansari
etal., 2013); D) Fungicida: Mancozeb (Patil et al., 2022); y E) Raticida: Brodifacoum (Sridhar et al., 2015).

Aungue estos quimicos han sido histéricamente una estrategia necesaria para proteger semillas y
salvaguardar los cultivos de hierbas, insectos, bacterias, hongos y roedores indeseables, también se han
asociado con efectos negativos al afectar la salud ambiental y de distintos organismos (FAO, 2023; Arce-
Estrada et al., 2025).

Al ingresar en los sistemas productivos, los plaguicidas entran en contacto con mdltiples componentes
ambientales. Cuando son asperjados y alcanzan el suelo, pueden degradarlo progresivamente, y alterar la
fertilidad a largo plazo, que reduce el rendimiento de los cultivos (Hossain et al., 2022). Por otra parte,
pueden dafiar a los microorganismos benéficos del suelo, esenciales en el reciclaje de nutrientes y la salud
edafica (Malik et al., 2017). Adicionalmente, estos compuestos pueden tener una persistencia en el suelo
por periodos extendidos y su presencia lleva a la contaminacion a largo término al dafio potencial a cultivos
futuros (Mandal et al., 2020).

Los cuerpos de agua también se pueden afectar por estos quimicos, ya que al ser lixiviados y llegar a aguas
subterraneas, son transportados a distintas distancias, contaminan agua potable y sistemas acuaticos en
donde la exposicion prolongada a estos agroquimicos puede tener consecuencias graves para la salud

humana y de los organismos acuaticos (Kaur y Sinha, 2019).



Por otra parte, los plaguicidas al no tener un organismo objetivo especifico, cuando son asperjados en un
ecosistema, también disminuyen las poblaciones benéficas como las de los distintos insectos polinizadores,
de forma que provocan desbalance del ecosistema y se reduce la productividad agricola (Maggi y Chreil,
2023).

La falta de proteccion y de capacitacion al momento de aplicar los agroquimicos en campo representa un
riesgo mayor de envenenamiento o intoxicacion para los agricultores que se exponen directamente a los
productos. Entre los sintomas de envenenamiento agudo se puede presentar descamacion o irritacion en los
0jos, hasta efectos mas severos como nausea, vomito, diarrea, mareos y en casos extremos dificultad para

respirar e incluso muerte (Anjaria y Vaghela, 2024).

Los residuos de los quimicos empleados persisten en los productos cosechados y pueden ser absorbidos por
las plantas, lo que expone a los consumidores finales a una ingesta involuntaria. ElI consumo prolongado
puede provocar un dafio potencial a la salud (Anjaria y Vaghela, 2024), entre los efectos que se presentan
estan los desoérdenes neuroldgicos como el déficit cognitivo y motor, particularmente en nifios (Anaduaka
et al., 2023). La exposicion prolongada incrementa el riesgo de padecer cancer (Rossetti et al., 2020), y
también se han reportado problemas reproductivos como la reduccion de fertilidad y problemas en el

desarrollo en nifios (Said, 2023).

Adicionalmente, el uso prolongado e indiscriminado de los plaguicidas provoca el desarrollo de resistencia
en los distintos organismos plaga. Con el tiempo, se necesitara dosis en mayores concentraciones de
diferentes quimicos para lograr el mismo nivel de control. Esta dinamica incrementara el impacto ambiental
(Anjaria y Vaghela, 2024).

2.2.2. Fungicidas

Entre los distintos plaguicidas que se utilizan para contrarrestar el efecto de los agentes patdgenos se
encuentran los fungicidas, estos se consideran esenciales para prevenir las infestaciones en los cultivos
(Zubrod et al., 2019). Los antifngicos han sido usados para afectar en lo positivo a la agricultura desde
1940. Sin embargo, la creacion de nuevos formulados es un elemento fundamental para controlar las
mayores plagas agricolas. Debido a factores como el manejo de resistencia, los obstaculos regulatorios que
sufren los actuales agroquimicos, asi como el incremento de expectativa de los consumidores, se genera

una constante necesidad de continuar con la formulacién de estos compuestos (Leadbeater, 2015).

2.2.3. Tebuconazol

Entre los distintos tipos de fungicidas que existen, los triazoles son un grupo que tiene un papel importante
en la construccion de moléculas bioactivas en la agricultura. Estos pertenecen principalmente a los
inhibidores de la desmetilacion de esteroles (DMIs) (Cheng et al., 2025). El Tebuconazol (Fig. 2) (TEB)



([(RS)-1-p chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1J-1, 2, 4-triazol-1-ylmethyl)-3-pentaol]), es un fungicida triazol
considerado de amplio espectro para combatir enfermedades provocadas por basidiomicetos y ascomicetos
en cereales, vegetales y frutas alrededor del mundo (Crofton, 1996; Navarro et al., 2011; Lewis et al., 2016;
Tian et al., 2016).

Cl

Fig. 2. Estructura quimica del Tebuconazol (Song y Nes, 2007; Zhang, 2017).

En general, el TEB es recomendado como un compuesto protector, curativo y que erradica las infecciones
fungicas en plantas (Klix et al., 2007; Damicone, 2016). Actla al unirse directamente al grupo hemo de la
esterol 14a-desmetilasa del sistema del citocromo P450 (CYP51), e interfiere con la biosintesis del
ergosterol (Yoshida y Aoyama, 1987), un compuesto presente en la membrana de la pared celular fangica,
por lo que se incrementa la permeabilidad de la membrana e inhibe con ello el crecimiento del hongo (Zhao
et al., 2022; Aragéo et al., 2021; Song y Nes, 2007).

Asi como en la mayoria de los plaguicidas, los fungicidas tienen efectos dafiinos para el ambiente y la salud
humana resultado de la exposicién de manera corta o cronica, consecuencia del contacto directo o
transferencia ambiental. El TEB tiene una vida media en el ambiente de 49 a 610 dias (Mufioz-Leoz et al.,

2011), por lo que se facilita que se pueda tener contacto con el compuesto de manera directa o indirecta.

2.2.4. Resistencia al Tebuconazol

En los hongos, como en todos los organismos, existe variacién genética en las poblaciones, esta provee el
punto de partida por el cual se genera la resistencia a fungicidas (Deising et al., 2008). El proceso inicia
cuando un organismo entra en contacto con un agente externo, como el TEB, se genera una presion selectiva
gue elimina a las colonias susceptibles, dando paso a la supervivencia de mutantes resistentes que

subsecuentemente tendran la oportunidad de crecer y reproducirse sin competencia (Deising et al., 2008;



Lucas etal., 2015). Estos procesos de seleccion promueven el desarrollo de ecotipos resistentes en presencia
de un estresor (Fig. 3).
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Fig. 3. Proceso de evolucion de la resistencia a fungicidas, donde la poblacién inicial presenta una alta
susceptibilidad, después de la aplicacion repetida de un agroquimico, la densidad poblacional cambia y

presenta un aumento de organismos resistentes. Modificado de Sanchez-Torres (2021).

Aunque la presion selectiva ejercida por el fungicida favorece a las cepas adaptadas, se ha observado que
estas tienen una menor aptitud que las susceptibles ya que requieren la presencia del estresor para
sobrevivir. Sin embargo, se pueden presentar aislados con aptitud similar a los sensibles, con capacidad de

permanecer por un mayor tiempo sin la aplicacion del agroquimico (Lucas et al., 2015).

Actualmente, el TEB es uno de los fungicidas méas usados alrededor del mundo (Siek y Pazko, 2019). Sin
embargo, existen distintas especies que han desarrollado resistencia a este agroquimico. Por ejemplo, se ha
reportado este efecto en hongos fitopatdgenos como Alternaria alternata (Malandrakis et al., 2015),
Pyricularia spp. (Dorigan et al., 2017), Monilinia fructicola (Lichtemberg et al., 2017; Pereiraetal., 2019),
y en el patégeno humano Aspergillus fumigatus (Cui et al., 2019; Kemoi et al., 2018; Jeanvoine et al.,
2020).

La pérdida de sensibilidad a los triazoles es una consecuencia de la modificacién de practicas agricolas que
favorecen la proliferacion y desarrollo de nuevas cepas resistentes, asi como su dispersion (Fones et al.,
2017). La aplicacion intensiva y la constante presencia del fungicida, incluso en trazas, genera una presion
selectiva en las poblaciones fungicas, que conlleva a la modificacion bioquimica en el sitio de accion del
patégeno y provocando una disminucion en la afinidad al compuesto (Sierotzki y Scalliet, 2013; Chen et
al., 2013). La resistencia a fungicidas se debe principalmente a cuatro mecanismos (Fig. 4), 1) la reduccién
en la afinidad al fungicida por la alteracion en el sitio de accion; 2) la sobreexpresion de la proteina objetivo;

3) la reduccion en la absorcion del fungicida debido a las bombas de eflujo que remueven los compuestos



toxicos; y 4) a la degradacion metabdlica del fungicida a través de la detoxificacion (Sanchez-Torres, 2021;
Lucas et al., 2014).

A A

\

A A
T
ol N Y

A

l

i
de eflujo z‘k objetivo “

Sobreexpresion (Eelu.la sitio de accién
\ del sitio de accion fungica

Fig. 4. Mecanismos de resistencia a fungicidas de un solo sitio de accion. Se observa en 1) Alteracion de la
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proteina objetivo que previene la unién del fungicida (resistencia en el sitio objetivo); 2) Sobreexpresion
de la proteina objetivo que obliga al incremento de la concentracion del antifingico necesario para inhibir
el desarrollo; 3) Expulsion de fungicida del interior de la célula por bombas de eflujo; y 4) Degradacion
enzimatica del fungicida. Modificado de Lucas et al. (2015).

2.3. Control bioldgico

Para disminuir el uso de agroquimicos y el efecto nocivo que generan, se han empleado estrategias como
el control biolégico que consiste en la utilizacion intencionada de organismos vivos nativos o introducidos,
para mitigar el efecto adverso de las plagas al suprimir su actividad y disminuir la poblacién de uno o méas
patégenos, de esta manera se reduce su nimero por debajo del nivel que causaria un dafio econémico
(Stoner, 2004; Pal y McSpadden, 2006; Blackburn et al., 2016). Entre los organismos que se emplean para
el control bioldgico de plagas, se encuentran insectos depredadores y parasitoides, asi como hongos,

bacterias, nematodos y virus entomopatdgenos (Blackburn et al., 2016).
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2.3.1. Hongos entomopatogenos

Entre los agentes de control biolégico (ACB) mas verséatiles se encuentran los hongos entomopatdgenos
(HE), debido a su amplio rango de hospederos. Comprenden un grupo diverso superior a los 90 géneros
con aproximadamente 750 especies entomopatdgenas reportadas. La presencia de los HE ocurre en el
ambiente de forma natural y son percibidos como organismos de menor riesgo ambiental. Por su modo de

accion, se considera poco probable el desarrollo de resistencia a estos biocontroladores (Rai et al., 2014).

2.3.2. Mecanismo de accion

A diferencia de otros organismos patdgenos de insectos, los hongos tienen habilidad para invadir por medio
de penetracion de la cuticula del hospedero, que estd compuesta de fibrillas de quitina envueltas en una
matriz de proteinas, lipidos, pigmentos y N-acilcatecolaminas (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013; Mannino
etal., 2019). Al ser depositados en un hospedero potencial, el propagulo flngico inicia una serie de procesos
para llevar a cabo la reaccion de compatibilidad (infeccion) o incompatibilidad (resistencia). De forma
alternativa, un propagulo que se adhiere en un insecto puede no provocar reaccion debido a la ausencia de

reconocimiento entre el hongo y el insecto (Castrillo et al., 2005).

El proceso de infeccidn implica interacciones complejas entre el insecto hospedero y el HE, estas respuestas
varian entre hongos e incluso entre variedades de una sola especie. El primer paso en la infeccién, es la
adhesién de los conidios o blastosporas a la cuticula del insecto (Fig. 5) (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013).
Posteriormente se expresa una variedad de enzimas hidroliticas (proteasas, quitinasas y lipasas), y otros
factores que promueven la germinacion y desarrollo del hongo a través de la superficie del hospedero.
Subsecuentemente se lleva a cabo la penetracion en las capas de la cuticula por accion mecénica (Ortiz-

Urquiza y Keyhani, 2013).

Durante la penetracion, el hongo produce estructuras de infeccion especializadas que pueden incluir clavijas
de penetracion y/o apresorios, que permiten el crecimiento de la hifa para introducirse en el integumento
del hospedero, donde el hongo produce blastosporas o cuerpos hifales que son distribuidos pasivamente por

la hemolinfa y cuerpos grasos (Mantzoukas et al., 2022).

El tiempo en el que puede morir un insecto parasitado varia de 2 a 15 dias despues de la infeccidn segin la
cepa fangica y especie (Mantzoukas et al., 2022). Posterior a la muerte del hospedero, el hongo regresa a
su estado hifal y bajo condiciones éptimas de humedad relativa el entomopatégeno puede crecer en la
superficie del cadaver para producir estructuras de reproduccion (Castrillo et al., 2005). Los cadaveres
esporulados pueden infectar otros individuos de la misma especie objetivo a través de transmision
horizontal (Quesada-Moraga et al., 2023: Vega et al., 2012). Por otra parte, se ha reportado la accion de

algunos géneros fungicos como hiperparasitos de hongos fitopatégenos, como se describe mas adelante.
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Fig. 5. Proceso de patogenicidad fangica contra insectos. Modificado de Mondal et al. (2016).

2.3.3. Hongos micopatdgenos

El micoparasitismo, conocido también como hiperparasitismo, se refiere a la accion parasitaria de un hongo
sobre otro. El patdgeno de este tipo se nombra hiperparéasito, micoparasito o simplemente parasito (Barnett,
1963; Boosalis, 1964; Karlsson et al., 2015). Esta relacion depende del contacto entre el antagonista y el
hospedero, la secrecién de proteinas hidroliticas y en el crecimiento activo del hiperparasito sobre el
hospedero. Las enzimas de degradacion de la pared como las quitinasas y B-glucanasas son comunmente

producidas por estos agentes (Asharf y Zuhaib, 2013).

Las interacciones micoparasitarias se pueden dividir en biotréficas y necrotroficas, de acuerdo con el modo
de parasitismo y en el efecto sobre el hospedero (Boosalis, 1964; Asharfy Zuhaib, 2013; Moricca y Ragazzi,
2008). Los micoparasitos biotréficos obtienen sus nutrientes de células vivas del hospedero, sin causar
signos evidentes de una enfermedad; sin embargo, la tasa de crecimiento, esporulacion y metabolismo del

hospedero se ven afectados en las etapas tempranas de la relacion. Los hongos biotréficos forman
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estructuras de infeccion especializadas o una interfaz parésito-hospedero, en estos parasitos no se ha
demostrado una produccion de toxinas extracelulares (Asharf y Zuhaib, 2013; Moricca y Ragazzi, 2008).

Por otra parte, los micoparasitos necrotr6ficos matan a su hospedero como resultado de la actividad
parasitaria, la accion antagonista del parasito es altamente agresiva y el micoparasito domina la asociacion.
La hifa del parasito necrotréfico entra en contacto y crece incorporado al hospedero, algunas veces
enrollandose alrededor de él y frecuentemente lo penetra. Este grupo secreta enzimas hidroliticas o toxinas
extracelulares que pueden causar la degradacion del citoplasma antes de que las hifas del micoparéasito
entren en contacto, o de forma alterna ocurre hasta que se ha establecido contacto. Estos parasitos tienen
un amplio espectro de hospederos, liberan toxinas y enzimas liticas al ambiente cercano al hongo, son
demasiado destructivos y no suelen contar con estructuras de infeccion especializadas (Asharf y Zuhaib,
2013; Moricca y Ragazzi, 2008).

2.3.4. Akanthomyces lecanii

Entre las distintas especies de ACB flngicos se encuentra Akanthomyces (=Lecanicillium) lecanii (Kepler
et al., 2017). Se conoce como un hongo de halo blanco por la apariencia del micelio, se reproduce por
conidios, los cuales son pequefios, hialinos, cilindricos o elipsoidales y redondeados, las medidas varian de
2.3 a 10 p de largo por 1 a 2.5 u de ancho; estos conidios se encuentran en los extremos de conidi6foros
erectos, con fialides colocadas de manera vertical (Zare y Games, 2003). Presenta un comportamiento
necrotréfico en su accién como entomopatdgeno y como micoparasito. Su accién como HE se ha observado
en afidos, aleuroridos, hemipteros y tisandpteros (Shinde et al., 2010; Mier et al., 1991; Amini et al., 2010;
Kim et al., 2005: Goettel et al., 2008). Ademas, se ha reportado en campo y laboratorio como micoparéasito
de hongos fitopatdgenos como Hemileia vastatrix (Eskes et al., 1991; Vendermeer et al., 2009; Canjura-
Saravia, 2002; Gonzalez y Suris, 2007; Jackson et al., 2012).

Para que los HE tengan éxito al implementarse estrategias de control de plagas, se debe considerar la
supervivencia de los conidios en el ambiente (Benz, 1987). La presencia de residuos de fungicidas en los
cultivos limita la efectividad de los ACB flngicos, este efecto se ha reportado en distintas cepas de A.
lecanii en presencia del TEB, que resulta altamente toxico para el hongo. De manera que su aplicacion
como ACB se ve limitada en cultivos donde el agroquimico persiste (Reddy et al., 2018; Behle y Brithsel,
2014; Ramakrishnan et al., 2019; Castellanos-Gonzélez et al., 2012). Por lo tanto, su establecimiento,

reproduccion y accion parasitaria se ve comprometida.

2.4. Estrategias para el mejoramiento de cepas
Para la consideracion de un HE como un potencial biocontrolador, este debe tener ciertas caracteristicas

bésicas, como: alta virulencia contra el organismo objetivo, facilidad de produccidon masiva y resistencia a
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condiciones ambientales extremas (Rangel et al., 2015; Mufiiz-Paredes et al., 2017). Ademés de estos
rasgos, es necesario que el ACB pueda provocar una muerte rapida al patdgeno, asi como resultados
similares comparados con los plaguicidas. La deficiencia en estas dos Ultimas acciones es en gran parte
responsable de la falla en la adopcidn de biocontroladores (Vivekanandhan et al., 2023).

El desarrollo de nuevos agentes de control bioldgico efectivos estd ampliamente basado en la capacidad
antagonica de los organismos candidatos contra los patégenos objetivo in vitro. Distintos mecanismos
contribuyen a dicha capacidad, incluida la actividad de degradacién de pared celular por enzimas, secrecion
de antimicrobianos como metabolitos secundarios, vigor de crecimiento y resistencia a toxinas enddgenas
y exdgenas (Mondal et al., 2016), por lo que se han desarrollado diferentes estrategias para mejorar la
efectividad de los ACB en campo.

2.4.1. Ingenieria genética

El uso de técnicas de DNA recombinante ha hecho posible mejorar significativamente la eficiencia de virus,
bacterias y hongos como ACB (Inceoglu et al., 2006, Wang y St. Leger, 2007). Estos avances se han logrado
al combinar conocimiento nuevo de estudios basicos de biologia molecular y genémica de estos patégenos
con el desarrollo técnico que permite un incremento en la expresion génica y el uso de genes de otros
organismos que codifican proteinas insecticidas para mejorar la eficacia de los biocontroladores (St. Leger
y Wang, 2010).

En los hongos, los genes candidatos para el mejoramiento genético incluyen aquellos que codifican enzimas
degradadoras de la cuticula y aquellos que por genes individuales codifican toxinas como la bassiacridina
o la proteasa Pr1, ya que son faciles de manipular mediante transferencia génica (St. Leger y Wang, 2010).
El hongo entomopatdgeno M. anisopliae es un ejemplo de los organismos que puede ser mejorado por
recombinacion genética para mejorar su virulencia, por ejemplo, trabajos pioneros sobreexpresaron la
proteasa Prl, involucrada en la degradacién de la cuticula de los insectos, mediante la insercion en el
genoma del hongo de copias adicionales del gen Prl junto con un promotor constitutivo (St. Leger et al.,
1996).

En la cepa ARSEF 549 de M. anisopliae se expreso la toxina de escorpion AalT, esta se seleccioné para
probar el efecto especifico sobre insectos por ser una toxina bien estudiada y muy potente con la cual se
puede prever un punto de referencia para eficacia (Zoltkin et al., 2000). El entomopatégeno modificado
logré la misma tasa de mortalidad en el gusano de tabaco con una dosis 22 veces menor de conidios y
tiempos de sobrevivencia hasta 40 % menores en comparacion con la cepa silvestre (Wang y St. Leger,
2007).
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Por otra parte, en B. bassiana se realiz la integracion en su genoma de multiples copias del gen Chitl de
origen enddgeno, que codifica la expresion constitutiva de la quitinasa involucrada en la degradacion de la
cuticula de insectos. A partir de un anélisis gendmico, se observo que dos mutantes altamente virulentas
sobreexpresaron el gen Chitl con 4y 2 copias del gen en su genoma, designados *BbChit1-3 and °*BbChit1-
5. Estas mutantes mostraron una reduccion en un 75.7 % en el tiempo letal (LTso), en comparacién con la

cepa silvestre (Mascarin et al., 2025).

De igual forma, para mejorar la virulencia en B. bassiana, se ha empleado el sistema de ribonucleoproteinas
CRISPR-Cas9 para modificar el gen Bbsmrl que codifica para un factor de transcripcion, que conduce a la
desrepresion del cluster de genes biosintéticos de oosporeina, que resultd en una sobreproduccion de una
dibenzoquinona involucrada en la evasion inmune del hospedero y asi, en un aumento de la virulencia
fangica, con una reduccién en los tiempos y concentraciones letales en comparacion con la cepa silvestre.

Ademas de exhibir una germinacion mas rapida sobre la cuticula del insecto (Mascarin et al., 2024).

2.4.2. Mutacion por radiacion UV

Existen varias fuentes de mutacion tradicional, entre ellas la utilizacion de mutagenos fisicos, como la
radiacion UV (Rachmayati et al., 2020). Este método es uno de los més efectivos para mejorar cepas por
su fuerte efecto genotoxico para producir dafio en el ADN e inducir mutaciones (Hammok y Al-rawi, 2021).
La radiacion ultravioleta se clasifica en tres categorias de acuerdo con la longitud de onda: UV-A (320-400
nm), UV-B (290-320 nm) y UV-C (<290 nm), esta Gltima cubre la méxima absorcion del ADN, por lo que

actlia como el mutageno mas potente (Suthaparan et al., 2018).

La radiacidn ultravioleta es conocida por inducir mutaciones aleatorias en distintos organismos (Arora et
al., 2020), debido al dafio producido en el ADN por mecanismos directos e indirectos. EI mecanismo directo
gue afecta dos pirimidinas adyacentes (timinas o citosinas), donde se forma un anillo de ciclobutano que
une dos pirimidinas (dimeros de pirimidinas ciclobutano [CPDs]). Por otra parte, el mecanismo indirecto
conduce a mutaciones oxidativas a través de especies reactivas de oxigeno (ROS), que pueden atacar el
ADN vy provocar dafio oxidativo. Ambos modelos se han propuesto para generar mutaciones inducidas por

radiacion ultravioleta durante la replicacion de ADN (lkehata y Ono, 2011).

2.4.2.1. Casos favorables de mutagénesis por radiacion UV-C

Se ha reportado el efecto negativo de la radiacion UV-A y la incidencia del espectro UV-B en distintos
hongos como Metarhizium anisopliae (Rangel et al., 2004), Beauveria bassiana (Sun et al., 2023),
Lecanicillium spp. (Galvdo y Bettiol, 2014), al reducir la viabilidad de conidios, asi como la actividad
germicida de la radiacion UV-C (Braga et al., 2015). Aun asi, se han realizado diversas investigaciones en

las que se logrd obtener nuevos linajes con caracteristicas deseadas para ser utilizadas en lugares con
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condiciones desfavorables. Para ello es importante determinar la magnitud de la exposicion a radiacion UV
(tiempo y distancia de la fuente de radiacién). En general, se ha reportado que una dosis de radiacion que
cause entre el 60 y 70 % de mortalidad en los conidios puede producir resultados favorables (Robledo-
Monterrubio et al., 2009; Boss, 1987). Robledo-Monterrubio et al. (2009), Obtuvieron por radiacion UV
mutantes a partir de una variedad silvestre de Beauveria bassiana 88 (Bb88), al exponer suspensiones de
conidios a una lampara UV (254 nm) a una distancia de 15 cm durante distintos periodos (0, 0.5, 1, 1.5, 2,
3,5,9, 12, 15, 18, and 20 min). Se caracterizaron cinco mutantes en Agar Dextrosa Sabouraud y Agar
Quitina para la obtencién de la tasa de extension radial (V) y tasa especifica de crecimiento (L).
Adicionalmente se analiz6 el indice de potencia de produccidn de proteasas y lipasas, niveles de produccion
de conidios, tamafio y viabilidad de los mismos. Los valores mas altos para las medidas fisioldgicas se
obtuvieron para la cepa mutante 882.5, que en relacién a Bb88, que mostrd 30 % de reduccién en Tiempo
Letal (TLso) en Sphenarium purpurascens, 70 % en Acheta domesticus, y 71 % en larvas y adultos de
Tenebrio monitor. La Concentracién Letal (CLso) en larvas de T. molitor fue 2.8 x 10° conidios/ml, y 1.5 x
10° conidios/ml, respectivamente para la cepa mutante y silvestre. Lo que demostré una mayor virulencia

del aislado mutante con mas del 80 % de reduccion en CLs.

En el HE M. anisopliae, Gao et al. (2025), indujeron mutaciones en la cepa Ma83 mediante radiacién UV-
B para mejorar la resistencia del hongo al estrés abi6tico y caracterizaron el fenotipo de las cepas mutantes,
donde se incluy6 la morfologia colonial, tasa de crecimiento, produccion de conidios, tolerancia a estrés y
virulencia; ademas, se realiz6 un andlisis transcriptomico para revelar los mecanismos subyacentes a cada
fenotipo. Entre las mutantes generadas, MaUV-22 mostr6 una mejor tolerancia al estrés por calor con
crecimiento a 45 °C, al estrés oxidativo, estrés osmotico y al estrés de interferencia de la pared celular. Asi
como un incremento en la virulencia contra Galleria mellonella. El analisis de transcriptoma revelé que la
expresion de genes asociados con la via de las proteinas de choque térmico, glutatién S-transferasa y la
tioredoxina reductasa aumenté drasticamente, mientras que la expresién de los genes relacionados con las

vias de la catalasa y la superoxido dismutasa disminuyad.

Ademas de utilizar la radiacion UV para aumentar la virulencia de hongos entomopatdgenos, se ha
empleado para poder desarrollar caracteristicas que les permitan a estos organismos adaptarse mejor a las
condiciones que se presentan en campo, como son los agroquimicos que se agregan en los cultivos. Xie et
al. (2018), expusieron conidios de L. lecanii a multiplex rondas de radiacién UV-C y posteriormente al
fungicida propamocarb en concentraciones crecientes. Se seleccioné la mutante U-60-C1M vy posterior a
seis rondas de irradiacién, se obtuvo una mutante con mayor tolerancia al fungicida en la que su
concentracion efectiva media (ECso) incremento 2.15 veces comparado a la cepa silvestre. Esta mutante no

mostrd ningln cambio significativo en germinacion de conidios, ni virulencia en afidos. Sin embargo, su
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crecimiento colonial fue significativamente menor que el de la cepa silvestre. El resultado indica que esta

cepa mejorada puede tener un uso potencial al ser aplicada en combinacién con propamocarb en campo.

Por otra parte, los ACB flngicos pueden verse afectados por los demas organismos presentes en el ambiente
donde se pretenden emplear, Marzano et al. (2013), reportaron la inhibicion del crecimiento de
Trichoderma harzianum (Th908) en presencia de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (F02797) debido
a la secrecidn de acido fusarico (AF). Para obtener mutantes con mayor tolerancia al AF, irradiaron conidios
de la cepa Th908 a luz UV-C, seleccionaron mutantes capaces de crecer en PDA adicionado con extractos
de la cepa F02797 o con AF, seleccionaron una mutante tolerante y estable sin alteraciones fisioldgicas,
Th908-5. Al evaluar la capacidad de la mutante Th908-5 y la cepa silvestre Th908 para reducir el efecto de

F. oxysporum, se observd una disminucion significativa del agente patégeno por parte de la cepa mutante.

2.4.3. Presion selectiva

La aplicacion de organismos genéticamente modificas (OGM) se suele asociar a problemas regulatorios y
sociales, lo cual limita su implementacion (Koenraadt y Takken, 2011). No obstante, el interés en la
manipulacién genética para optimizar el rendimiento de hongos de relevancia industrial, se centra en los
métodos tradicionales de ingenieria genética que suelen ser caros, lentos y laboriosos. Por otra parte, las
mutaciones dirigidas, simples o multiples con frecuencia fallan en producir los resultados deseados, y
aunque existen métodos con mayor rendimiento, como la prospeccion genética (Salazar-Cerezo et al.,
2023), estos aun son limitados por el hecho de que muchos fenotipos favorables como la tolerancia
prolongada, a menudo requieren cambios distribuidos en muchas partes del genoma (Rihele et al., 2003;
Cobb et al., 2013).

Evitar la modificacién genética y el uso de OGM es factible mediante la exploracién de los recursos
biolégicos, aunado a técnicas que permitan la alteracién de sus fenotipos sin ingenieria genética. La
evolucién experimental es un método para hacer esto, ya que combina la habilidad para monitorear y
replicar simultdneamente poblaciones con la facultad de variar parametros individuales para probar
hipétesis evolutivas especificas, algo que suele ser impractico en poblaciones naturales (Fisher y Lang,
2016). La utilizacion de cultivos continuos y quimiostatos se ha considerado como Gnico método practico
para lograr estas alteraciones y realizar una seleccién de variantes genéticas que puedan adaptarse a cambios
graduales en condiciones ambientales, donde se aprovecha el poder evolutivo por seleccién natural (Witten
et al., 2007), pero la propia naturaleza de los hongos y la manera en que crecen hacen que estos no sean

una opcion idénea (Kohn et al., 2008; Larsen et al., 2004).
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2.4.3.1. Casos favorables de presion selectiva

Un caso particular de presion selectiva se ha observado en la resistencia a antibiéticos en distintas bacterias
de importancia médica, provocada por la rapida evolucion del genoma bacteriano (Kolar et al., 2001;
Brepoels et al., 2024). Para poder estudiar la evolucion y migracion a través de un espacio con condiciones
desafiantes, Baym et al. (2016), desarrollaron un dispositivo nombrado Arena de Crecimiento y Evolucion
Microbiana (MEGA) de 120 cm de largo x 60 cm de ancho y 11 mm de alto, que permite la observacion e
identificacion de linajes mutantes con resistencia a concentraciones crecientes de un antimicrobiano. Para
llevar a cabo el estudio, colocaron en la placa MEGA distintas secciones con gradientes de antibidtico con
incrementos de un orden de magnitud en la concentracion de 0, 3, 30, 300 y 3000 veces la concentracion
minima inhibitoria (CIM) de trimetoprima; y 0, 20, 200, 2000 y 20,000 la CIM de ciprofloxacino. Las
regiones de la caja MEGA sin antibi6tico se inocularon con una cepa silvestre de Escherichia coli. De esta
forma, observaron la colonizacion de la poblacion inicial en el espacio sin antibidtico y posteriormente, al
verse agotado los recursos se evidencid la aparicion de mutantes resistentes que migraron a las regiones
con presencia del farmaco, hasta colonizar las zonas con mayores concentraciones de trimetoprima o
ciprofloxacino. La placa MEGA mostrd ser una herramienta que provee una plataforma versatil para el
estudio de adaptacion microbiana y visualizaciéon directa de dindmicas evolutivas ante un estresor que

provoca presion selectiva en un organismo.

Por otra parte, los hongos ocupan un nicho Unico, son un recurso particularmente amplio y valioso para
entender procesos evolutivos experimentales (Fisher y Lang, 20016). Debido a esto, se han propuesto
diferentes esquemas de presion selectiva. Valero-Jiménez et al. (2016), emplearon mosquitos de malaria
(Anopheles coluzzii) para evaluar la virulencia, extension de micelio flngico, tasa de crecimiento micelial
y tasa de conidiacion de dos aislados de B. bassiana (Bb1520 y Bb8020). Las cepas se sometieron a diez
ciclos de seleccion, a través de procesos de reinfeccion de A. coluzzii, donde se observo la evolucidn alterna
de linajes de B. bassiana sin una alteracion significativa del crecimiento micelial y fueron capaces de
mantener la habilidad de matar al insecto. El resultado sugiere que el crecimiento fingico y conidiacién

evolucionaron a través del uso exclusivo y sucesivo de un insecto hospedero como fuente de nutrientes.

Para mejorar la resistencia a fungicidas en B. bassiana, Shapiro-llan et al. (2002), determinaron la variacion
en la resistencia natural del entomopatégeno a antimicéticos, seguido de un intento de incrementar la
resistencia del hongo a través de seleccidn artificial, manteniendo la estabilidad en la virulencia del hongo.
La variacion natural se probo con siete cepas, donde estandarizaron las cantidades de los fungicidas dodine
(0, 1, 10, 100, 200, y 500 pg/ml), fenbuconazol (0, 0.05, 1, 5, 0 y 20 ug/ml) e hidréxido de trifenilestafio
(0,0.05,0.5,1,5y 10 pg/ml) en Agar Dextrosa Sabouraud con extracto de levadura (SDAY). De la primera

etapa experimental se seleccionaron dos cepas de B. bassiana, GHA (comercial) y MIX (originada de una
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combinacion de conidios derivados de cuatro insectos adultos de Curculio caryae). Las cepas GHA y MIX
pasaron por un proceso de seleccion artificial, con siete subcultivos de GHA con 10, 1y 1 pg/ml de dodine,
fenbuconazol e hidroxido de trifenilestafio, respectivamente; y de MIX con 200, 20 y 5 pg/ml de dodine,
fenbuconazol e hidroxido de trifenilestafio, respectivamente. Después se realizaron dos grupos, uno que se
sometio a tres subcultivos con fungicida adicionado y otro sin fungicida, para comprobar la estabilidad en
la tolerancia a los fungicidas. Por Gltimo, se evalud la virulencia por medio de bioensayos con larvas de C.
caryae en cuarto estadio. La seleccion artificial resultd en un incremento en la resistencia a fungicidas en
la cepa GHA, pero no en MIX. Al remover la presion selectiva por tres resiembras se mantuvo la estabilidad
en la resistencia. Ademas, subcultivar con exposicién a fungicidas no afecto la virulencia de GHA en C.

caryae, y se not6 un incremento para la cepa MIX.
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3. Justificacion

A nivel global, la produccion agricola es un desafio constante debido a las pérdidas ocasionadas por la
presencia de plagas y enfermedades vegetales, estimadas entre el 20 y 40 % de la produccién mundial, con
un impacto econémico de méas de 220 mil millones de ddlares anuales (FAO, 2022). Entre los distintos
agentes fitopatdgenos se encuentran los hongos, que llegan a afectar hasta el 80 % de los cultivos
(Jankielsohn, 2018). Adicionalmente, el cambio climatico y las practicas agricolas intensivas incrementan
el riesgo de aparicién y dispersion de nuevas cepas patdgenas, situacion que aumenta la presion sobre los

sistemas productivos (Singh et al., 2023).

Para combatir a los distintos organismos fitopatdgenos, como los hongos, se usan estrategias como el
control quimico, donde el uso de fungicidas es la opcion predominante. ElI TEB, es un antifungico triazol
de amplio espectro, que ha sido empleado con gran eficiencia por su modo de accioén al inhibir la biosintesis
del ergoesterol (Yoshida y Aoyama, 1987; Zhao et al., 2022). Sin embargo, su uso intensivo ha generado
una presién selectiva en distintas especies, que ha derivado en su resistencia al fungicida. Ademas, la
constante utilizacion de estos productos representa un riesgo ambiental por su alta persistencia en suelos,
con una vida media de hasta 610 dias (Mufios-Leoz et al., 2011), contaminacion de cuerpos de agua y
exposicion de diferentes organismos que entran en contacto con ellos (Kaur y Sinha, 2019), ademas de que
el contacto directo o el consumo indirecto de los fungicidas tienen efectos graves en la salud humana
(Anjaria y Vaghela, 2024).

El control bioldgico es una alternativa que permite reducir los riesgos ambientales y a la salud asociados al
uso de plaguicidas quimicos. En esta estrategia se emplean distintos organismos para el control de hongos
fitopatdgenos. Un ejemplo de estos es el hongo Akanthomyces lecanii, que tiene un amplio espectro de
hospederos, es capaz de establecerse de forma natural en el ambiente y tiene un bajo riesgo de generar
resistencia en los organismos plaga (Rai et al., 2014). Sin embargo, su efectividad en campo se puede
limitar por la presencia de residuos de plaguicidas como el TEB, el cual se ha reportado como altamente
toxico para distintas cepas de A. lecanii y limita su accién entomopatdgena y micoparasitica (Reddy et al.,
2018; Castellanos-Gonzalez et al., 2012).

Aungue los ACB fungicos representan una alternativa que no provoca un efecto adverso al ambiente, su
eficacia puede verse limitada debido a los tiempos de accion més prolongados en comparacion con los
plaguicidas quimicos. Debido a esto, se han planteado alternativas como la ingenieria genética para mejorar
su efectividad y establecimiento en campo. Sin embargo, existen limitaciones debido a probleméticas
sociales y regulatorias que complican su implementacion. En México, la Ley de Bioseguridad de
Organismos Genéticamente Modificados (OGMs) (H. Congreso de la Unién, 2022) establece los

lineamientos para su uso. Aunque, el articulo 6 de esta ley excluye de su aplicacion a los organismos
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obtenidos mediante técnicas tradicionales de mutagénesis o fusion celular, siempre que los organismos
resultantes puedan propagarse a través de métodos convencionales o de multiplicacion por cultivos in vitro

0 in vivo y que no involucren OGMs como receptores o parentales.

De esta forma, la mutagénesis inducida por radiacién ultravioleta se ha considerado como una alternativa
viable para generar mutantes con caracteristicas deseables, como la resistencia a plaguicidas, como se ha
observado en A. lecanii (Xie et al. 2018). Adicionalmente, la implementacién de estrategias que ejerzan
una presion selectiva puede mejorar las probabilidades de obtener variantes resistentes y adaptadas a
condiciones estresantes, en las que se mantiene e incluso se incrementa la virulencia. Este tipo de estrategias
puede favorecer la generacion de cepas mejor adaptadas a las condiciones a las que se aplicaran en campo
para el control bioldgico de agentes fitopatdégenos.
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4. Hipotesis
La induccion de mutagénesis por radiacién UV, combinada con presion selectiva mediante concentraciones
crecientes de TEB, permite obtener cepas mutantes estables de Akanthomyces lecanii resistentes al

fungicida sin comprometer su virulencia.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Obtener cepas mutantes del hongo entomopatégenos y micoparasito A. lecanii resistentes a concentraciones

elevadas del fungicida TEB, sin comprometer su virulencia.

5.2. Objetivos particulares

Determinar la concentracién minima inhibitoria al TEB en las cepas silvestres (WT) de A. lecanii.
Obtener cepas fungicas mutantes a través de radiaciéon UV-C.

Desarrollar las Arenas de Crecimiento y Evolucion Microbiana adaptadas al crecimiento fangico.
Seleccionar cepas resistentes a altas concentraciones de TEB por presion selectiva.

Determinar la tasa de crecimiento micelial y tasa de conidiacion de cepas WT y resistentes a
TEB.

Evaluar de forma semicuantitativa la produccidn de proteasas, quitinasas y lipasas en cepas WT y

resistentes a TEB.

Comparar la virulencia entre cepas WT y resistentes a TEB con el insecto Coccus viridis y el

hongo Cladosporium sp.
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6. Diagrama metodoldgico
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7. Metodologia
7.1. Material bioldgico

Se seleccionaron dos cepas silvestres (WT) del hongo A. lecanii nativas de México; EH-348/2 proveniente
del estado de Morelos; y EH-459 aislada del Estado de México. Ambas se obtuvieron del cepario del
Laboratorio de Micologia del Departamento EI Hombre y su Ambiente de la Universidad Auténoma

Metropolitana Unidad Xochimilco.

Las cepas se cultivaron en medio Agar Papa Dextrosa con 1 g/l de extracto de levadura (PDAY) e incubadas
a 26 + 1°C, con fotoperiodo 12:12 por 7 dias. Posteriormente, se colectaron los conidios con 10 ml de agua
destilada con Tween 80 (0.05 %) vy se filtrd con gasa para evitar la presencia de micelio. Las suspensiones
de conidios se ajustaron a 1 x 10° conidios por mililitro (con/ml) y se utilizaron en los siguientes

experimentos.

Por otra parte, se realizaron cultivos inclinados con medio PDAY para mantener en refrigeracién y contar
con material biol6gico suficiente para los procesos experimentales. Adicionalmente, se realizaron cultivos
en criotubos, en las mismas condiciones, al paso de 7 dias de incubacién, se les agregd aceite mineral hasta

cubrir el cultivo, esta técnica es utilizada para preservar distintas especies de HE (Mier et al., 2005).

7.2. Concentracion minima inhibitoria de TEB en A. lecanii

Para evaluar la susceptibilidad de las cepas de A. lecanii al TEB, se llevé a cabo la determinacién de la
concentracién minima inhibitoria (CMI) de los aislados en medio de cultivo PDAY, el mismo fue utilizado
como referencia de crecimiento y conidiacion. Por otra parte, se empled el medio minimo (MM) de Hagedus
y Khachatourians (MM: 3.1 g/l KNOs, 0.5 g/l MgSOs4, 0.5 g/l KHPO4, 0.5 g/l K;HPQ4, 20 ml de solucion
de elementos traza por litro (0.05 g FeCls, 0.04 g ZnSQOs, 0.03 g MgSO, en 100 ml de agua destilada), y 2
% de agar) (Hagedus y Khachatourians, 1995), con manitol como fuente de carbono en una concentracion
de 20 g/l. Adicionalmente, los mismos medios de cultivo fueron preparados con TEB (Folicur, Bayer)
(PDAY-TEB y MM-TEB), en las concentraciones 0.01 mg/l, 0.02 mg/l, 0.05 mg/l, 1.43 mg/l, 2.87 mg/I,

4.31 mg/l'y 5.75mg/l que corresponde a la dosis recomendada por el proveedor para la aplicacion en campo.

El cultivo de las cepas en cajas de Petri con los medios de cultivo (PDAY y MM) simples y adicionados
con el fungicida para determinar el crecimiento radial, se realiz6 con la extraccion de una fraccion de 0.5
mm de diametro del medio en el centro de las cajas, se colocaron 10 pl de suspension de conidios ajustada
a 1 x 10° con/ml. El desarrollo vegetativo se registrd por siete dias, y se calculd con regresion lineal de
acuerdo con Safavi et al. (2007). La cuantificacion de conidios se realiz6 con los mismos medios de cultivo,
al sembrar en césped una alicuota de la suspension de conidios en el centro de las cajas de Petri y

extendiendo por toda la superficie con ayuda de un rastrillo. Posterior al tiempo de incubacion de siete dias,

25



se extrajo 1 cm?de cada cepa, se colocd cada uno en tubos Falcon con agua destilada y Tween 80 al 0.05
%; se pasaron por vOrtex durante un minuto y se tomé una muestra de 10 pl para hacer los conteos en

camara Neubauer, cada experimento se realizo por triplicado.

7.3. Mutagénesis por radiacion UV-C

Para inducir mutacion en las cepas EH-348/2 y EH-459 de A. lecanii, se irradié con una lampara UV-C con
emision a 254 nm (350 pW/cm?) a una distancia de 15 cm (Robledo-Monterrubio et al., 2009), con
diferentes periodos de exposicion (0, 10, 20, 30, 60, 90, 120 y 160 s) (Xiet et al., 2018).

Se colocaron por separado diez mililitros de cada suspensién de conidios cosechados mediante agua con
Tween al 0.05 % en cajas de Petri de cristal con agitacion suave y se irradiaron como se describi¢ arriba.
Posteriormente se tomaron 1000 pl de cada tiempo de exposicion, se colocaron en tubos Eppendorf, se
cubrieron con aluminio y se mantuvieron en hielo por 30 minutos para evitar el proceso de fotoreactivacion.
Posteriormente, se sembraron 10 ul en cajas Petri con medio PDAY. Las muestras se tomaron por triplicado,

se cubrieron con aluminio e incubaron por cinco dias a 27 °C.

Al paso del tiempo de incubacion, se cuantifico el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC)
presentes en cada caja Petri, donde el 100 % de viabilidad correspondi6 al nimero de colonias que crecieron
a partir de conidios no irradiados (Xie et al., 2018). Los datos obtenidos se ajustaron de acuerdo con el
modelo de decrecimiento exponencial de Miranda-Hernandez et al. (2014); se selecciond el tiempo de
exposicion que resultd en una tasa de mortalidad entre el 60 % y 70 %, ya que se ha reportado la generacion

de mutantes estables en este intervalo de sobrevivencia (Robledo-Monterrubio et al., 2009; Boss, 1987).

Para generar mutantes resistentes a TEB por radiacion UV, las cepas WT (EH-348/2WT y EH-459WT), se
irradiaron por 88.8 y 39.4s, respectivamente. De esta manera, se obtuvo una mortalidad de 65 % de los
conidios en cada aislado. Las muestras sometidas a radiacion se sembraron en PDAY como testigo para
confirmar la presencia de UFC y también en MM usando tres concentraciones de fungicida, 0.01 mg/l, 0.02
mg/l y 0.05 mg/l para asegurar el crecimiento en dosis mayores a la CMI, estas concentraciones fueron
equivalentes al 0.25 %, 0.5 % y 1 % con relacion a la dosis recomendada por el proveedor. Las cajas Petri
se cubrieron con aluminio e incubaron por siete dias a 27 °C, donde el crecimiento de colonias confirm¢ la

generacion de nuevos linajes resistentes al TEB.

Los conidios de las cepas irradiadas que crecieron en las tres concentraciones de TEB fueron recuperados
con agua destilada y Tween 80 al 0.05 %, las muestras se cuantificaron en camara Neubauer y se ajustaron
las suspensiones a 1 x 10° con/ml, para ser usadas en las siguientes etapas experimentales. Por otra parte,

una alicuota se sembr6 en MM adicionado con 0.05 mg/l TEB para obtener material bioldgico y preservarlo.
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7.4. Desarrollo de la Arena de Crecimiento y Evolucion Microbiano (MEGA)

Como parte del proceso de presion selectiva, se utilizé un modelo modificado de la Arena de Crecimiento
y Evolucién Microbiano. Este instrumento permite someter a procesos de presion selectiva a una poblacién
microbiana abundante con un gradiente discontinuo de un inhibidor, favoreciendo la generacion de
variantes resistentes de los microorganismos evaluados y subsecuentemente la evolucion de las cepas

sembradas originalmente (Baym et al., 2016).

El modelo de placa basado en el reportado por Baym et al. (2016) se construyé en policarbonato para poder
ser esterilizado en autoclave. La placa MEGA incluye dos cajas rectangulares concéntricas; en la placa
interior se coloca el medio de cultivo el cuél se puede dividir en secciones o etapas, cada una con medio de
cultivo con concentraciones de TEB. La caja externa funciona como una cdmara himeda para evitar la
deshidratacion del medio durante los periodos largos de incubacidn. La estructura rectangular interna tiene
una longitud de 31 cm x 21.2 cm de ancho y 3.5 cm de alto. Internamente, esta estructura incluye tres
separaciones con una serie de 8 espacios y placas de separacién cada una, miden 2.5 cm de anchoy 7.5 cm
de largo. La placa interna incluye cuatro bases de 1.5 cm de largo x 1.5 cm de ancho y 0.5 cm de alto para
mantener una separacion de la caja externa. La base rectangular interna se coloca dentro de la caja externa
gue mide 33.5 cm de largo x 23.7 cm de ancho y 5 ¢cm de alto, y cuenta con una tapa de 34.7 cm de alto x
24.9 cm de ancho y 2.5 cm de alto (Fig. 6).
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Fig. 6. Placa MEGA modificada de Baym et al. (2016), adaptada al crecimiento fingico. A) corresponde a
la vista superior de la placa, muestra las cuatro divisiones principales, cada una dividida en secciones que
ayudan a formar el medio de cultivo con gradiente de fungicida; los conidios se inoculan en la seccion
central (sefialado con el patron de lineas diagonales). B) muestra la vista lateral de la caja con la placa

interior; el alto de 0.5 cm provee un espacio para mantener un espejo de agua y prevenir la deshidratacion

del medio de cultivo durante periodos largos de incubacion.

7.5. Cultivo en la Arena de Crecimiento y Evolucion Microbiano (MEGA)

Para realizar el cultivo en la placa MEGA, se elabor¢ el gradiente de TEB, primero se colocaron 360 ml de
agar agua con 0.02 mg/l de TEB en la base para rellenar los espacios internos y también para ser la primera
capa que inicie la seleccién con una dosis baja del fungicida en la region donde se coloca el indculo.
Posteriormente, cada seccion se llen6 con 5 ml de MM adicionado con TEB a 0.05 mg/l en la primera
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seccion, 0.57 mg/l, 5.75 mg/l y 57.50 mg/l en las siguientes (Fig. 7). De esta manera, cada espacio tuvo un
incremento de 10 en la concentracion del fungicida. Finalmente, en la caja externa se coloc un espejo de

agua (150 ml) con 10 % de glicerol para evitar la deshidratacion del medio de cultivo.

57.50 mg/I

5.75 mg/|
- 0.57 mg/|

£0.05 mg/I

~0.02 mg/I
0.05 mg/I

0.57 mg/I
5.75 mg/I

57;0 mg/I

.

Fig. 7. Vista superior de la placa MEGA. Se sefializa el pozo central donde se realiza la siembra de conidios

en MM con 0.02 mg/l de TEB y el incremento gradual de la concentracion en las etapas consecutivas.

Los cultivos testigo se sembraron con suspensiones (1 x 10° con/ml) de las cepas EH-348/2WT y EH-
459WT. Por otra parte, se realiz6 la mezcla de suspensiones de conidios a partir de los conidios cosechados
de las colonias aisladas después del proceso de radiacion UV-C. Estas fueron nombradas EH-348/2UV y
EH-459UV. La importancia de este paso reside en incrementar la variabilidad de los conidios provenientes
de diferentes colonias capaces de crecer en presencia de TEB, para incrementar la probabilidad de que
emerja una nueva cepa mejor adaptada (Jiang et al., 2010). Finalmente, se agregaron 700 pl de suspension
de conidios (1 x 106 con/ml) de cada inoculo en la linea central de la placa. La caja MEGA inoculada se
incub6 a 26 + 1 °C, con un fotoperiodo 12:12 por 30 dias.

Una vez terminado el proceso de presion selectiva en las placas MEGA, se tom6 una muestra de cada UFC
que crecio en presencia de 5.75 mg/l y 57.50 mg/l de TEB (1 x y 10 x de acuerdo con la dosis recomendada
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por el proveedor para la aplicacion en campo, respectivamente), se sembraron en PDAY-TEB y MM-TEB
para confirmar la capacidad de mantener la resistencia al fungicida. La nomenclatura utilizada para cada
cepa resistente fue la siguiente: el nombre original del aislado (EH-348/2 o EH-459), un nUmero
consecutivo del aislado, las siglas si proviene de las cepas silvestres o irradiadas (WT o UV), y la
concentracion de TEB en la que fueron aisladas (H para las que crecieron en 5.75 mg/l y K para 57.50 mg/I
de TEB).

7.6. Comparacion del crecimiento y conidiacion de los aislados WT y UV

Para determinar si se presentaron alteraciones en el desarrollo vegetativo y produccion de conidios, se
comparé ambos factores en cajas de Petri con las cepas WT y UV en medio PDAY y MM, con las variantes
adicionadas con TEB. Se utilizo la dosis CMI inicial del fungicida (0.01 mg/l) ya que permite el crecimiento
de los aislados silvestres. Cada caja de Petri se inoculd al colocar 10 pl de suspension ajustada (1 x 106
con/ml) dentro de un pozo en el centro de las placas. El crecimiento radial se midié por 7 dias y al paso de
este tiempo, se tomd 1 cm? de cultivos en césped para extraer los conidios y cuantificarlos en camara

Neubauer.

7.7. Estimacion semicuantitativa de la produccion de proteasas, lipasas y quitinasas

La estimacion de la produccion de proteasas, lipasas y quitinasas en las cepas UV se llevo a cabo mediante
la observacion de formacién de un halo en el medio de cultivo al que se agreg6 leche descremada, Tween
20y quitina, respectivamente; se compar6 con la actividad enzimatica presente en las cajas con los aislados
WT que fueron tomados como testigo. ElI medio agar leche descremada (ALD) se prepar6 de acuerdo a
Shivani y Kumar (2015) con NaCl 0.03 g, MgSOs 0.3 g, 0.15 g KzHPO,, 10 g de leche descremada
deshidratada y 20 g de agar en 1000 ml; para el Agar Tween (AT) se realiz6 con 10 g de peptona, NaCl 5
g, CaCl»-2H,0 0.1 g, 20 g de agar, pH 6 por cada 1000 ml, y 10 ml/lI de Tween 20 (Hankin y Agnostakis,
1975); y para el agar quitina (AQ) se utiliz6 KH,PO,4 0.7 g, KHPO,4 0.3 g, MgSO4-5H,0 0.5 g, FeSO4 7H,0
0.001 g, ZnS0O40.001 g, MnCl; 0.001 g, 4 g de quitina coloidal, y 20 g de agar en 1000 ml (Hsu y Lockwood,
1975). Las cajas de Petri se inocularon con 10 pl ajustada a 1 x 10° con/ml de cada cepa en el centro, se
incubaron a 27 °C por 7 dias para observar las zonas claras en el medio y el precipitado en el caso de AT.
La medicién semicuantitativa se realiz6 con el indice de potencia (IP), que se calculé en cada sustrato al
dividir el radio de la colonia entre el radio de cada zona clara (halo) o precipitado (Robledo-Monterrubio
et al., 2009).

7.8. Bioensayo de A. lecanii contra Coccus viridis

El bioensayo para comparar la virulencia de los aislados WT y resistentes a TEB en ninfas de C. viridis se

llevd a cabo de acuerdo con Vidal et al. (1998), y Castellanos-Moguel et al. (2007), con modificaciones
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menores. Se colectaron hojas de guayaba (Psidium guajava) infectadas con C. viridis. Subsecuentemente,
se cortaron discos de 40 mm de didmetro usando un bisturi estéril y se colocaron en cajas de Petri de 50
mm de didmetro. Cada unidad experimental consté de 30 ninfas seleccionadas de manera aleatoria, e
identificadas con un punto colocado en las hojas con un marcador permanente cerca de los insectos. Los
discos de tejido vegetal se desinfectaron por inmersiones secuenciales en 70 % alcohol (5 s), agua destilada
esterilizada (40 s), hipoclorito de sodio al 5 % (20 s) y, seguida de tres enjuagues con agua destilada esteéril
(40 s). Las hojas se secaron a temperatura ambiente dentro de una campana de flujo laminar previo a ser

expuestas a los conidios de cada cepa.

Para el bioensayo, cada unidad experimental se sumergié por 10 s en una suspension de conidios ajustada
a 1 x 108 con/ml, se colocaron en las cajas de Petri con medio de cultivo KNOP para tejido vegetal y se
incubaron por 10 dias a 26 °C, con fotoperiodo 12:12. Se utilizé como testigo hojas infectadas con C. viridis
sumergidas en Tween 80 al 0.01 %. La mortalidad de las ninfas se registro cada 24 h.

7.9. Bioensayo de A. lecanii contra Cladosporium sp.

Para llevar a cabo el bioensayo de micoparasitismo, se utilizé un hongo del género Cladosporium aislado
a partir de muestras ambientales; algunas especies de este género son fitopatdgenas (Zheng et al., 2025).
Se evaluo el crecimiento micelial de las cepas WT y UV de A. lecanii sobre colonias de Cladosporium sp.,
para ello, se utilizaron cajas de Petri con medio de cultivo PDAY, se realizaron pozos en el centro de cada
caja para trasplantar un fragmento de colonia de Cladosporium con crecimiento de 5 dias. Las cajas se
dejaron incubar por dos dias para que el cultivo se estableciera y mostrara crecimiento. Por otra parte, se
realizaron suspensiones de conidios de conidios de cada cepa y se ajustaron a 1 x 10° con/ml, en ausencia
y en presencia de varias concentraciones de TEB (1.43 mg/l, 2.87 mg/l, y 4.31 mg/l), para observar si se

presentaba un efecto inhibitorio en el desarrollo de los conidios de A. lecanii.

Una vez listas las suspensiones, se tom6 una alicuota de 10 pl y se colocé en el centro de las colonias de
Cladosporium, se incubaron durante 3 dias a 26 °C con fotoperiodo 12:12 y se registr6 el progreso mediante
fotografias cada 24 h. Una vez terminada la etapa experimental, se analizaron las imagenes con el programa
ImageJ y se determiné el porcentaje de colonizacién mediante la division del &rea cubierta por las cepas
WT y UV de A. lecanii entre el area total del hongo hospedero, el resultado se multiplicé por 100 (Garcia-
Nevarez e Hidalgo-Jaminson, 2019). Como testigo se utiliz6 colonias de Cladosporium a las que se les
agreg6 unicamente agua destilada estéril con Tween al 0.05 % y en las demés variantes, agua estéril con

Tween y las concentraciones de TEB antes mencionadas.
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7.10. Andlisis estadistico
Todos los ensayos llevados a cabo se realizaron por triplicado, los datos obtenidos se analizaron utilizando
ANOVA (o = 0.05) y comparacion de medias de Tukey, regresion lineal y regresion curvilinea de acuerdo

con lo requerido en cada experimento. El analisis se realizd con el programa estadistico IBM-SPSS 18v.
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8. Resultados
8.1. Concentracion minima inhibitoria de TEB en A. lecanii

El efecto del TEB en el crecimiento y produccion de conidios se determiné para ambas cepas WT de A.
lecanii en PDAY y MM. Ninguno de los aislados fue capaz de crecer en dosis del fungicida entre 0.02 mg/I
y 5.75 mg/l (dosis recomendada por el proveedor). Sin embargo, se observé crecimiento en la dosis méas
baja de TEB (0.01 mg/l) en las cepas EH-348/2WT y EH-459WT, en ambos medios. El crecimiento radial
se afect6 significativamente para los dos aislados por la presencia del TEB, particularmente en el MM.
Ademas, A. lecanii EH-459WT fue mas sensible al fungicida ya que su crecimiento se redujo severamente
en los dos medios de cultivo. Por otra parte, la produccion de conidios disminuyé drasticamente en PDA-
TEB y se inhibié completamente en el MM-TEB (Tabla 1).

Tabla. 1. Crecimiento radial y produccion de conidios de Akanthomyces lecanii en medios de cultivo cony
sin TEB.

Crecimiento radial Produccion de conidios
A. lecanii Medio de cultivo (mm/d) (x10° con/cm?)

PDAY 0.64 + 2.51E-05* 1.200 + 0.050?

EH-348/2WT MM 0.50 + 0.00E+00P 0.337 + 0.008"
PDAY-TEB 0.01 mg/I 0.42 + 0.105E-05° 0.005 + 0.001°

MM-TEB 0.01 mg/I 0.28 + 0.525E-05° - + -

PDAY 0.64 + 2.51E-05* 0.770 £ 0.0572

EH-459WT MM 0.50 + 0.00E+00? 0.350 + 0.10P
PDAY-TEB 0.01 mg/I 0.57 + 7.53E-05* 0.002 + 0.001°

MM-TEB 0.01 mg/l 0.13 + 0.004E-05° - + -

Las medias etiquetadas con la misma letra no mostraron diferencia estadistica significativa.

8.2. Mutagénesis por radiacion UV

La susceptibilidad de las cepas de A. lecanii a la radiacion UV se analiz6 para determinar el tiempo de
irradiacion dptimo para inducir mutagénesis por radiacion ultravioleta. La figura 8 muestra la supervivencia
(%) de A. lecanii en funcion del tiempo de exposicidn de acuerdo con el ajuste a la curva de decrecimiento
exponencial. La interseccion con el eje X marcada con la linea punteada indica el tiempo de exposicion de
cada cepa para obtener la supervivencia del 35 % de UFC; esto ocurrié a los 88.8 sy 39.4 s para EH-

348/2WT y EH-459WT, respectivamente. Adicionalmente, un ligero incremento en el conteo de colonias
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se observo después de 30 s de exposicion en ambas cepas, y una mayor sensibilidad a la radiacion UV-C
en EH-459WT.
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Fig. 8. Estimacion de la supervivencia (%) en las cepas EH-348/2WT y EH-459WT en funcién del tiempo
de exposicion (s) a radiacion UV. La linea punteada indica el tiempo de exposicion en el que se provoca
una mortalidad del 65 % en cada aislado; A) 88.8 s para EH-348/2WT y B) 39.4 s para EH-459WT.
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8.3. Cultivo en la Arena de Crecimiento y Evolucion Microbiano (MEGA)

Los conidios provenientes de colonias que sobrevivieron a la radiacién UV se usaron para inocular la placa
MEGA como se describié en la metodologia; al paso de 30 dias de incubacidn, se observaron distintas
colonias. Tres UFC se obtuvieron de EH-348/2 irradiada, capaces de crecer a 57.5 mg/l de TEB (EH-
348/2.1UVK — EH-348/2.3UVK), y ocho a 5.75 mg/l de TEB (EH-348/2.1UVH — EH-348/2.8UVH).
Mientras que, para la cepa EH-459UV, se obtuvo una UFC a 5.75 mg/l (EH-459.1UVH).

Ademas, se aislaron tres UFC de las cepas WT adaptadas a 5.75 mg/l de TEB (EH-348/2.1WTH, EH-
348/2.2WTHy EH-348/2.3WTH) y 5 UFC provenientes de EH-459WT (EH-459.1WTH — EH-459.5WTH)
(Fig. 9). Posterior a recuperar todas las UFC resistentes e inocularlas en MM con TEB, las cepas EH-
348/2.4UVH, EH-348/2.5UVH, y las cinco obtenidas de EH-459WT no fueron capaces de crecer.
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Fig. 9. Crecimiento de A. lecanii en la placa MEGA a través del tiempo. A) Caja MEGA inoculada y
preparada para incubacion, y a los B) 7 dias, C) 10 dias, D) 20 dias, y E) 30 dias de incubacidn; las colonias
marcadas dentro de circulos fueron recuperadas y propagadas en cajas Petri con MM adicionado con TEB.
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8.4. Comparacion del crecimiento y conidiacién de los aislados WT y UV

Posterior a ser aislados los nuevos linajes, se procedi6 a evaluar el crecimiento y produccién de conidios
de las cepas resistentes al TEB y comprobar si se presenta alguna alteracion respecto a las cepas WT. La
tabla 3 muestra la comparacion de estas caracteristicas para las cepas EH-348/2WT, las adaptadas EH-
348/2.1WTH — EH-348/2.3WTH, y las colonias generadas a partir de conidios irradiados que crecieron en
la placa MEGA a 5.75 mg/l y 57.5 mg/l de TEB (EH-348/2.1UVH - EH-348/2.3UVH, EH-348/2.6UVH -
EH-348/ 2.8UVH y EH-348/2.1UVK — EH-348/2.3UVK). En donde el cultivo en PDAY solo mostré para
EH-348/2.2UVK un ligero decrecimiento en el desarrollo micelial comparado con las otras cepas; en
PDAY-TEB, la cepa EH-348/2.2UVH mostré un mayor crecimiento de micelio; mientras que en MM y
MM-TEB, no se observo una diferencia significativa entre los aislados.

En el caso de las cepas EH-459WT y EH-459.1UVH, la cepa WT mostr6 menor crecimiento radial, aun en
comparacion con EH-348/2WT y los aislados UV. La mayor produccion de conidios se cuantificd en PDAY
para la cepa EH-348/2.2WTH, seguida de EH-459UVH, y la menor produccion se registré para EH-
348/2.2UVK, seguida de EH-348/2.1UVH, EH-348/2.3WTH, y EH-459WT. En PDAY-TEB, la mayor
produccién de conidios se cuantificd para EH-348/2.1WTH, seguida de EH-348/2.3UVH, la menor
produccién fue mostrada por EH-348/2.2UVK. En medio MM, la cepa con mayor conidiacion fue EH-
348/2.2WTH, seguida de EH-348/2.2UVH y las menos productivas fueron EH-348/2.2UVK, EH-
348/2.1UVK y EH-348/2.3WTH. Mientras que la mayor produccion de conidios en MM-TEB se cuantificd
para EH-459.1UVH y EH-348/2.1WTH, y EH-348/2.3WTH, la menor produccién se registr6 en EH-
348/2.2WTH.
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Tabla. 2. Crecimiento radial y produccion de conidios en A. lecanii EH-348/2WT, EH-459WT y las cepas aisladas de la placa MEGA usando medio

de cultivo con y sin TEB.

A. lecanii Crecimiento radial (mm/d) Produccion de conidios (x10°) con/cm?

Cepa PDAY PDAY-TEB MM MM-TEB PDAY PDAY-TEB MM MM-TEB
EH-348/2WT 0.55+0.15% 0.44 +£0.10°¢ 0.63+0.15% 0.57 £0.14* |0.53 £0.07¢f¢h 0.24 £0.06%9"  0.33 +£0.05%F 0.92 +0.27¢¢
EH-348/2.IWTH 056 +0.128  0.51+0.11** 0.70+0.18* 0.61+0.16* |0.99 +0.02¢ 1.51 +0.052 1.29+024>  1.77+0.272
EH-348/22WTH  058+0.14* 0.48+0.11*> 0.64+0.18* 0.60+0.18* |2.95+0.50? 0.75 £ 0.05¢ 1.63+0.21*  0.13+0.02
EH-348/2.3WTH  0.61+0.11* 0.52+0.11*> 0.71+£0.19*° 0.65+0.15* |0.28 +0.169%" 0.69 +0.13¢ 0.16 £ 0.02f 1.29 £ 0.06°
EH-348/2.1UVH  053+0.14* 0.50+0.10*® 0.61+0.15* 0.61+0.15* |0.25+0.019" 0.35+0.01f9 0.30+£0.05%"  0.52 +0.06°
EH-348/2.2UVH  0.63+0.11*®° 0.55+0.11° 0.73+0.19° 0.63+0.13* |0.73+0.16%%*f 0.92 +0.01° 1.39+£0.19%*  1.20 £ 0.06°¢
EH-348/2.3UVH  0.59+0.13% 0.49+0.11** 0.69+0.17¢° 0.61+0.15*® |0.59 +0.13%¢f9 1,15+ 0.03° 0.81+0.01¢¢  0.39 + 0.04°f
EH-348/2.6UVH  0.56 £0.13* 0.47+0.11*® 0.68+0.19° 0.59+0.15* |0.80 £0.01%%¢  0.69 + 0.02¢ 0.55+0.12%¢  0.41 +0.028f
EH-348/2.7UVH  0.57 £0.14® 0.48+0.11*"® 0.67+0.18* 0.62+0.15* |0.41+0.04%fe" (.19 +0.01" 0.95+0.10°  0.56 +0.02¢
EH-348/2.8UVH  0.63+0.19° 0.51+0.13*" 0.65+0.17% 0.57+£0.16® |0.56 +0.02¢¢f9 (.27 + 0.059" 0.35+0.03%"F  0.35+0.01%f
EH-348/2.1UVK  0.57+£0.14® 0.51+0.12** 0.63+0.18* 0.58+0.15* |0.41+0.02¢f¢" 0.61 +0.01%¢ 0.15+0.01f  0.63 £0.029¢
EH-348/2.2UVK 0.50 £0.112>  0.46 £0.092* 0.56 +0.15* 0.54 +0.14* |0.11+ 0.019" 0.11 +0.00' 0.11 +0.02f 0.18 + 0.01f
EH-348/2.3UVK 0.58+0.14* 053+0.11* 0.65+£0.208 0.59+0.15* |1.13+0.01° 0.47 £ 0.018f 0.38 £0.03*f  0.38 + 0.05¢f
EH-459WT 0.38+0.07° 0.33+0.04° 0.37+0.05° 0.37+0.06" |0.33+0.00"9" 0.24+0.077¢" 0.38+0.01%" 0.34 +0.03%
EH-459.1UVH 0.56 +0.14® 0.51+0.14** 0.61+0.21*8 0.57+0.17% |1.77+0.04° 0.52 £ 0.02¢ 0.51 +£0.02%¢  1.92 +0.062

Las medias etiquetadas con la misma letra no mostraron diferencia estadistica significativa.
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8.5. Estimacion semicuantitativa de la produccion de proteasas, lipasas y quitinasas

La estimacidén semicuantitativa de actividad enziméatica mostré actividad similar en la produccion de

proteasas entre las cepas, a excepcion de EH-459WT que mostré una mayor actividad significativa. Los

resultados indican que la mayor produccion de lipasas y quitinasas entre los aislados se presentaron en EH-
348/2.2UVK y la menor actividad en EH-348/2WT. Mientras que EH-459WT mostr6 la mayor actividad
quitinolitica, EH-348/2.1UVH y EH-348/2WT la menor (Tabla 4).

Tabla. 3. Determinacion semicuantitativa (indice de potencia, IP) de la actividad de proteasas, lipasas y

guitinasas en A. lecanii EH-348/2WT, EH-459WT Yy las cepas resistentes a TEB obtenidas de la placa

MEGA. Menor IP indica una mayor actividad enzimatica.

A. lecanii IP Proteasa IP Lipasa IP Quitinasa
EH-348/2WT 0.83 + 0.01° 0.00 = 0.00° 092 + 0.00°
EH-348/2.1WTH 0.86 + 0.042 0.56 + 0.04bcd 0.85 + 0.04vcde
EH-348/2.2WTH 0.87 + 0.03? 0.51 + 0.042bcd 0.89 + 0.04%%¢
EH-348/2.3WTH 0.87 + 0.03? 0.50 + 0.042b¢ 0.83 + 0.05°¢d
EH-348/2.1UVH 0.87 + 0.03? 043 + 0.002° 0.90 + 0.03%
EH-348/2.2UVH 0.84 + 0.03? 0.61 + 0.10bcd 0.81 * 0.023bcd
EH-348/2.3UVH 0.84 + 0.022 0.53 + 0.05%bcd 0.87 + 0.06bcde
EH-348/2.6UVH 0.84 + 0.022 046 + 0.032b¢ 0.86 + 0.02bcde
EH-348/2.7TUVH 0.88 + 0.022 0.47 + 0.023b¢ 0.88 + 0.01bcde
EH-348/2.8UVH 0.87 + 0.03? 0.48 + 0.06%°° 0.88 + 0.00vcde
EH-348/2.1UVK 0.87 + 0.03? 0.63 + 0.04¢d 0.80 + 0.06%P¢
EH-348/2.2UVK 0.84 + 0.05? 034 + 0.23° 0.80 + 0.042P
EH-348/2.3UVK 0.85 + 0.042 0.63 + 0.00%d 0.86 + 0.02bcde
EH-459WT 0.63 * 0.11° 0.62 + 0.08>cd 0.73 = 0.00°
EH-459.1UVH 0.86 + 0.03? 0.70 + 0.00¢ 0.83 + 0.04vcd

Las medias etiquetadas con la misma letra no mostraron diferencia estadistica significativa.
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8.6. Bioensayo de A. lecanii contra Coccus viridis

Posterior a los 10 dias del bioensayo con C. viridis, se observo gque la mayoria de los aislados de A. lecanii
produjeron una mortalidad mayor al 80 %. La prueba de HSD de Tukey mostré una diferencia significativa
Unicamente para EH-348/2.2WTH, ya que provoco la menor mortalidad en los insectos entre todas las cepas
probadas. La cinética de mortalidad (Fig. 10) mostr6 en A) que EH-348/2WT alcanzé el 100 % de
mortalidad de C. viridis en 8 dias, dos dias antes que las cepas derivadas EH-348/2.1WTH, EH-
348/2.2WTH y EH-348/2.3WTH. Por otro lado, la cepa EH-348/2.2WTH mostré6 menor virulencia,
eliminando menos de la mitad de la poblacion al final del experimento; B) y C) denotaron un
comportamiento similar para las cepas resistentes a TEB derivadas de EH-348/2 expuesta a radiacion UV-
C, EH-348/2.1UVH mostré un mayor efecto inicial que el resto de las cepas, con el 100 % de mortalidad
en 7 dias (Fig. B), y EH-348/2.3UVK mat6 mas del 90 % de los insectos en 6 dias (Fig. C); D) muestra
que EH-459.1UVH provoc6 una mayor mortalidad en C. viridis que la cepa WT, sobrepasando el 90 % de
mortalidad en 7 dias.
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Fig. 10. Cinética de mortalidad de C. viridis expuestos a conidios de diferentes cepas de A. lecanii. A) cepas resistentes a TEB derivadas de EH-
348/2 sin ser expuestas a radiacion UV-C; B) y C) cepas resistentes a TEB obtenidas a partir de EH-348/2WT expuestas a radiacion UV-C y aisladas
de la placa MEGA en presencia de 5.75 mg/l y 57.5mg/l de TEB, respectivamente; y D) cepas resistentes a TEB derivadas de EH-459WT sometidas
a radiacion UV.C y aisladas de la placa MEGA en presencia de 5.75 mg/l de TEB.
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8.7. Bioensayo de A. lecanii contra Cladosporium sp.

Durante los 3 dias de bioensayo se evalu6 el crecimiento micelial de Cladosporium y el efecto
micoparasitario de las cepas WT y UV de A. lecanii en ausencia de TEB, y en concentraciones de 1.43,
2.87 y 4.31 mg/l (Tabla 5). Todos los tratamientos mostraron algin grado de inhibicion del desarrollo del
hospedero, independientemente de la concentracion del fungicida. En el tratamiento sin TEB (0 mg/l), la
prueba HSD de Tukey permitié identificar diferencias significativas entre las cepas evaluadas, la mutante
EH-348/2.3UVK presentd el mayor crecimiento sobre Cladosporium, lo que indic6 un mayor efecto
parasitario, mientras que EH-348/2.3WTH y EH-348/2.2UVH tuvieron los valores méas bajos; al incorporar
TEB en la concentracion 1.43 mg/l, se mantuvo la variabilidad entre los aislados, la cepa EH-348/2.1UVK
present6 el mayor desarrollo micelial sobre el hospedero, mientras que en los aislados UVH se registré un
menor efecto antagonista; en las suspensiones con 2.87 mg/l de TEB, la mutante EH-348/2.2UVK tuvo el
mayor crecimiento sobre Cladosporium. Por otra parte, un amplio grupo de aislados (EH-348/2WT, EH-
348/2.3WTH, EH-348/2.1UVH, EH-348/2.3UVH, EH-348/2.6UVH, EH-348/2.7UVH, EH-348/2.8UVH
y EH-459.1UVH) mostraron menor capacidad parasitaria; finalmente, en el tratamiento con la
concentracion 4.31 mg/l de TEB, la mutante EH-348/2.2WTH registro el valor més alto crecimiento, con
una elevada capacidad de colonizacion del hospedero en condiciones de mayor estrés quimico, mientras
que las cepas EH-348/2.3WTH y EH-348/2.1UVH presentaron los valores mas bajos. Estos resultados
evidencian que, aunque las concentraciones de TEB pueden modular el desarrollo de A. lecanii, la actividad

micoparasitaria se mantiene.
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Tabla. 4. Crecimiento de las cepas WT y UV de A. lecanii sin TEB y con concentraciones (mg/l) de 1.43,

2.87,y 4.31 de TEB.

Crecimiento de las cepas WT y UV de A. lecanii (mm?)

Cepa 0 my/l 1.43 mg/I 2.87 mg/l 4.31 mg/l
Testigo 0.00°¢ 0.00¢ 0.00¢ 0.00°¢
Testigo + TEB - 0.00¢ 0.00¢ 0.00¢
EH-348/2WT 85.78abc 48.98°¢ 43,294 137.78%0
EH-348/2.1WTH 48.953b¢ 40.86%"¢ 54.99"¢4 84.88%"¢
EH-348/2.2WTH 54.3820° 45.30"° 51.40°¢¢ 153.37
EH-348/2.3WTH 18.74¢ 30.07°¢ 19.59°¢ 33.19°¢
EH-348/2.1UVH 28.420¢ 38.07°¢ 37.91¢d 40.74b¢
EH-348/2.2UVH 18.79° 42.75P¢ 49.97Pcd 49.313b¢
EH-348/2.3UVH 30.29b¢ 25.30b¢ 19.59¢¢ 47 542b<
EH-348/2.6UVH 51.58ab¢ 37.75P¢ 45,484 55.942b¢
EH-348/2. TUVH 21.51¢ 42.026¢ 42.21¢4 46.012b¢
EH-348/2.8UVH 38.280¢ 34.130¢ 36.12¢d 59.123b¢
EH-348/2. TUVK 141.3420 125.03? 71.462bc 127.742b
EH-348/2.2UVK 106.752b¢ 101.823b 139.65° 111.80%0
EH-348/2.3UVK 154.28 88,63 122,242 102.182b¢
EH-459WT 109.342bc 98.702P 82.512b¢ 70.272b¢
EH-459 1UVH 37.05°¢ 41.840¢ 48095 98.06%b<

Las medias etiquetadas con la misma letra no mostraron diferencia estadistica significativa.
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La actividad micoparasitaria de las cepas WT y UV de A. lecanii contra Cladosporium se puede observar
en la reduccion del crecimiento micelial del hospedero (mm?) como en el porcentaje de micoparasitismo
registrado en los distintos tratamientos (Fig. 11). En ausencia de TEB (figura A), el crecimiento de
Cladosporium fue notablemente reducido en presencia de todas las cepas evaluadas, en comparacion con
el testigo. Aun asi, se observd variabilidad intraespecifica. En este tratamiento, los aislados UVK
presentaron los menores valores de crecimiento del hospedero, y los mayores porcentajes de
micoparasitismo, en comparacion a los registrados en las cepas WT y en la mayoria de aislados UVH; en
los tratamientos 1.43 y 2.87 mg/l (figuras B y C), se observé una reduccién general del desarrollo micelial
del hospedero, tanto en el testigo adicionado con TEB, como en los tratamientos con A. lecanii. La presencia
del fungicida no afect6 la capacidad antagonista de los aislados. En estos tratamientos, los aislados UVK
mostraron la mayor actividad micoparasitaria; al evaluar la mayor concentracién de TEB (figura D), el
crecimiento de Cladosporium fue bajo en todos los tratamientos, lo que puede indicar un efecto combinado
del fungicida y la accién hiperparasitaria de A. lecanii. Las cepas UVK presentaron los porcentajes
micoparasitismo mas elevados, 1o que sugiere que su interaccion antagonista se mantiene e incluso se ve
favorecida bajo condiciones de mayor estrés quimico. Adicionalmente, aunque las concentraciones de TEB
fueron relativamente bajas al ser ajustadas a las suspensiones de conidios, se registrd una disminucion en

el crecimiento del testigo tratado Unicamente con fungicida.
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Fig. 11. Comparacién del desarrollo micelial de Cladosporium (mm2) y efecto micoparasitico de las cepas WT y UV de A. lecanii (%). A)

Tratamiento sin TEB; B) Tratamiento con 1.43 mg/l de TEB; C) Tratamiento con 2.87 mg/l de TEB; y D) Tratamiento con 4.31 mg/I de TEB.
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9. Discusion

El efecto que tienen los fungicidas como el TEB sobre los hongos que son usados para el control bioldgico
de plagas es desconocido en condiciones naturales. Aunque, la presencia del agroquimico en campo puede
afectar la dinamica de las comunidades fungicas asociadas a los cultivos al alterar su estructura, al reducir
la diversidad, sus biomasas, desarrollo y las interacciones microbianas en el suelo (Mufioz-Leoz et al.,
2011; Malik et al., 2017), asi como el establecimiento de los ACB fungicos. En contraparte, el efecto de
este fungicida ha sido ampliamente documentado en distintos cultivos, donde se han aislado hongos
fitopatdgenos como Pyricularia spp. (Dorigan et al., 2017), Monilinia fruticola (Lichtemberg et al., 2017)
y Alternaria alternata (Ren et al., 2017; Yang et al., 2022), adaptados a la presencia de este plaguicida.
Ademas, este efecto ha sido documentado en el hongo patdégeno para humanos Aspergillus fumigatus (Faria-
Ramos et al., 2014; Garcia-Rubio et al., 2017; Sharpe et al., 2018; Lestrade et al., 2019; Garcia-Rubio et
al., 2019). En ambos casos, la exposicion continua a este compuesto ha favorecido una presion selectiva en
la que se generan nuevos linajes resistentes (Zhang et al., 2017).

Por otra parte, existen estudios in vitro sobre la influencia de los fungicidas en la germinacion de conidios
y crecimiento de distintos hongos entomopatdgenos; en este sentido se ha reportado en cepas de B. bassiana
y M. anisopliae que el TEB inhibe por completo la germinacion de los conidios y suprime el crecimiento,
efecto que dificulta el manejo de plagas con HE (Khan et al., 2012); en las cepas de B. bassiana Bb-18 y
M. anisopliae Ma-30, se observé una inhibicion de la germinacion de conidios, asi como un efecto negativo
en ambas cepas al ser usadas como enddéfito de Phaseolus vulgaris (Ramos et al., 2022). Sin embargo, la
compatibilidad entre fungicidas y HE es altamente dependiente de los hongos evaluados (Shah et al., 2009;
Litwin et al., 2020), en M. rileyi se evalu6 el efecto del TEB en el desarrollo micelial, donde se registré una
inhibicion del 12.36 % y una mayor produccion de conidios, por lo que se catalogd como “seguro” el uso
del fungicida en combinacion con el entomopatégeno. Considerar a una cepa tolerante o resistente a un
fungicida, es parte del proceso de adaptacion y evolucion, donde al presentarse un estresor como el
agroguimico, ejerce una presion selectiva sobre una poblacion. De esta manera, la poblacion silvestre se
elimina, mientras que la resistente no se ve alterada (Zapata-Narvdez y Botina-Azain, 2023). De esta
manera, la resistencia mostrada por M. rileyi puede entenderse como un efecto derivado de una previa

exposicion al fungicida en un ambiente natural, por lo que cuenta con mecanismos de resistencia.

En el caso del efecto del TEB en el hongo A. lecanii, se han identificado cepas con distintas
susceptibilidades. Castellanos-Gonzalez et al. (2012), report6 después de evaluar en concentraciones de 10
a 2000 mg/kg (ppm) de TEB que el fungicida es altamente toxico para la cepa Y-57, ya que inhibi6 por
completo el crecimiento micelial y la produccion de conidios en todas las concentraciones. Ademas, Reddy

et al. (2018), observaron desarrollo vegetativo muy limitado en las concentraciones de 1 ppm a 10 ppm,
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equivalentes a 1 y 10 mg/l del triazol presente en el medio de cultivo. Por lo que se consideré a las cepas
incapaces para un uso simultaneo con TEB, asi como para ser empleadas en un sitio donde se ha utilizado
previamente el fungicida ya que tiene un tiempo de vida medio en suelo entre 49 a 610 dias bajo condiciones
aerdbicas (Mufioz-Leoz et al., 2011; Strickland et al., 2004).

En el trabajo de esta tesis, posterior a la adicién del TEB al medio de cultivo en concentraciones de 5.75
mg/l en los aislados EH-348/2 y EH-459 de A. lecanii, se provoco una total inhibicién en ambas cepas. Sin
embargo, al disminuir la concentracion del fungicida a 0.01 mg/l, menor al 1 % de acuerdo con lo
recomendado por el proveedor, ambas cepas mostraron crecimiento micelial y produccién de conidios.
Aunque se ha reportado la aparicion de aislados de HE resistentes en bajas concentraciones de fungicidas
cuando son cultivados en medios menos nutritivos (Rangel et al., 2010), la presencia del TEB en el medio
de cultivo afecté ambos parametros, particularmente en MM. Por lo que las dos cepas se consideraron
altamente susceptibles al TEB.

El alto grado de susceptibilidad al TEB observado en las cepas EH-348/2 y EH-459 de A. lecanii, puede
limitar su utilizacién en agroecosistemas, donde las poblaciones flngicas se ven comprometidas por la
aplicacién de fungicidas. Bajo estas condiciones, se genera una presion selectiva sobre los genotipos
sensibles y favorece la aparicién de ecotipos resistentes. Este proceso, considerado evolutivo, se asocia con
la emergencia y establecimiento de poblaciones patdgenas con sensibilidad reducida, que representas uno
de los mayores retos en el control de enfermedades (Massi et al., 2021). Debido a la forma en la que ocurre
las adaptaciones que permiten a las poblaciones persistir ante un estresor como los fungicidas, la evolucién
experimental ha empleado organismos con esperanza de vida corta (Van den Berg et al., 2018). Donde las
altas tasas de reproduccion, menor tiempo de vida, permite someter a las poblaciones a estresores
determinados y dar seguimiento a los cambios genotipicos y/o fenotipicos asociados al proceso adaptativo
(Hawkins, 2024).

Adicionalmente a la presion selectiva que genera la presencia de un fungicida, la aparicion de nuevos linajes
evolutivos puede incrementarse por la mutagénesis con luz UV (Burns et al., 1986; Cano et al., 2023), que
permite obtener cepas resistentes mediante la generacion de mutaciones aleatorias (Arora et al., 2020).
Debido a que A. lecanii EH-348/2WT y EH-459WT son hongos hialinos, y los conidios no poseen
pigmentos que los protejan de la radiacion, se tuvo que ajustar el tiempo de exposicién a la radiacion UV-
C para obtener una mortalidad del 65 %, correspondiente a 88.8 sy 39.4 s para EH-348/2WT y EH-459WT,
respectivamente. Esta diferencia en los tiempos de exposicion también se ha reportado en otros aislados de
A. Lecanii, en los que se registraron porcentajes de mortalidad similares en un tiempo de 60 s (Xie et al.,

2018), lo que denota la variabilidad intraespecifica en las cepas con diferente origen geografico, y resalta
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la necesidad de evaluar distintas condiciones para determinar los pardmetros éptimos para cada aislado
fungico.

Posterior al proceso de mutagénesis por radiacién UV-C, se sembraron los conidios en cajas de Petri para
favorecer la seleccidn de colonias resistentes en bajas concentraciones de TEB (0.05 mg/l), ya que la
utilizaciéon de dosis bajas de un fungicida resulta en un proceso de seleccion de aislados resistentes

(Mikaberidze et al., 2017). Esta etapa permitié observar la presencia de UFC capaces de producir conidios.

Al realizar procesos de evolucion experimental, se puede iniciar con un aislado parental, en el cual la
evolucion depende de las mutaciones que surjan durante el experimento, de forma que se debe asegurar que
la exposicion continua a un factor que ejerza presion selectiva, e incluso incrementar la presion
gradualmente (Van den Bergh et al., 2018), este fue el caso los aislados EH-348/2WT y EH-459WT.
También se debe considerar que, si el tamafio de la poblacién crece, de igual forma debe incrementar
espacio de cultivo y el medio donde se desarrolla, este incremento en la poblacion experimental puede
reducir el riesgo de pérdida de mutaciones durante la deriva génica (Van den Bergh et al., 2018). Estas
condiciones se lograron con la modificacion de la placa MEGA, que favorecié al tener incrementos

graduales en espacio y concentraciones de TEB.

Por otra parte, se puede emplear una mezcla del inéculo con un genotipo conocido (Chen et al., 2016; Fan
et al., 2015), de esta forma se disminuye la estocasticidad de la limitacion de mutaciones al incrementar la
variabilidad en la poblacion (Hawkins, 2024). Asi, hacer una mezcla de conidios obtenidos a partir de
distintas colonias que crecieron a partir de la irradiacion UV-C de EH-348/2 y EH-459, y exponerlos
gradualmente a concentraciones en incremento de fungicidas en la placa MEGA, favorecié la aparicion de
mutantes mucho mas resistentes al fungicida. Ambos procesos de evolucidn experimental, con un aislado
parental y con una mezcla de indculo resultd en el desarrollo de nuevas colonias capaces de crecer en
concentraciones de TEB hasta 10 veces mayor que la dosis recomendada por el proveedor, con relacion a

las aplicaciones en campo.

El incremento gradual del TEB como estresor en cada etapa de la placa MEGA, junto con la variacién en
las poblaciones clonales, permitié la aparicion de nuevos linajes. Incluso en el caso de los conidios no
irradiados usados para inocular la placa, en la primera etapa con una dosis baja de TEB se observo el
desarrollo de colonias, que denot6 una respuesta adaptativa llamada cebado fangico (fungal priming)
(Harish y Osherov, 2022). Esto puede ser resultado de una adaptacion causada por la exposicion al TEB en
campo, que puede estar asociada a una mayor degradacion enzimatica del fungicida, sobreproduccion de
proteina objetivo, modificacion de la proteina objetivo o la expulsion del compuesto a través de bombas de
eflujo (Lucas et al., 2015).
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En el caso de los conidios irradiados, EH-348/2 y EH-459, fue posible observar en las primeras etapas la
tolerancia a concentraciones bajas de TEB. Posteriormente, los nuevos linajes que emergieron fueron
capaces de colonizar los siguientes segmentos con incremento en la concentracion de fungicida; esta
adaptacion al gradiente de TEB se puede explicar como resultado de las mutaciones inducidas por la
radiacion UV que resulta en alteraciones generales en los perfiles de expresion génica (Miranda-Hernandez
etal., 2016). La placa MEGA, resulta una herramienta idonea para el estudio de variedades con la capacidad
de adaptarse a la incorporacion de distintos compuestos quimicos en donde se pueden observar cambios
graduales en las cepas a lo largo del tiempo y espacio. Adicionalmente, esta estrategia de presién selectiva
permite que el mismo hongo pueda avanzar por los segmentos por el crecimiento micelial o por mecanismos
de dispersion favorecidos por la gravedad, la desecacién por disminucion de humedad relativa o tension
superficial en los conidioforos (Margyar et al., 2016; Money, 2016). En contraste, los quimiostatos, también
empleados en experimentos de evolucion experimental y presion selectiva, presentan dificultades como la
adhesién de los hongos en la pared de los contenedores, la formacion de agregados, y el constante
suministro de medio y estresor (Gresham y Dunham, 2014). Aunque los quimiostatos ofrecen un alto grado
de control experimental, la placa MEGA representa una alternativa metodoldgica méas adecuada para
evaluar procesos adaptativos graduales en hongos filamentosos, ya que permite integrar un gradiente de un
estresor quimico que facilita la observacion de adaptaciones fisioldgicas, como el crecimiento micelial, asi

como la emergencia de variantes resistentes a distintas concentraciones del agente quimico.

Aunque las cepas de A. lecanii EH-348/2UV y EH-459UV fueron capaces de crecer desde concentraciones
subletales hasta dosis mayores a las empleadas en campo, se ha reportado que la exposicion a bajas
concentraciones de un estresor puede incrementar la tasa de mutacién y generar inestabilidad genémica en
poblaciones clonales, lo que favorece la aparicion de nuevas variaciones genéticas, entre ellas alteraciones
en los mecanismos de infeccién (Amaradas y Everhart, 2016; Gambhir et al., 2020). Ante la posibilidad de
gue los nuevos linajes de las cepas WT y UV puedan crecer en ambientes contaminados con TEB, esta
resistencia representa un costo de aptitud en el que se ve afectado el ciclo de vida de los organismos en
cuanto a la produccion y dispersién de conidios, el crecimiento micelial, la eficiencia de infeccion o la
capacidad para competir con los aislados sensibles al fungicida en un ambiente natural (Mikaberidze y
McDonald, 2015).

Al evaluar los nuevos linajes de A. lecanii aislados de las etapas con concentraciones altas de en la placa
MEGA, no se mostraron diferencias estadisticas en el crecimiento radial entre ellas o0 al compararlas con
las cepas WT; algunas de las cepas exhibieron mayor produccién de conidios, particularmente en MM-
TEB; de hecho, a pesar del medio de cultivo y la exposicién a condiciones de estrés subletales, la

produccion de conidios se mantiene e incluso incrementa (Tlecuitl-Beristain et al., 2010). Aun asi, no se
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pueden descartar alteraciones en el control génico en la conidiacion (Park y Yu, 2012). De esta forma, bajo
las condiciones probadas, la resistencia adquirida en las cepas WT por procesos de adaptacion y en las UV

por radiacion no tuvo un costo en la aptitud en cuanto al crecimiento micelial ni la conidiacion.

Por otra parte, el costo de aptitud también puede alterar la virulencia de los HE, que, sumado a la exposicion
a radiacion UV, se pueden presentar mutaciones en los genes relacionados a la patogénesis de los nuevos
linajes (Shin et al., 2020). Debido a que la produccion de enzimas hidroliticas como proteasas, lipasas y
quitinasas esté relacionada con la virulencia de HE y se consideran factor de virulencia (Dhawan y Joshi,
2017), la estimacion semicuantitativa de la actividad enzimatica de estas tres hidrolasas puede ser usada
como indicador de alteraciones por la exposicién a la radiacion UV en las cepas irradiadas y adaptadas. Los
resultados mostraron una actividad enzimatica similar o incluso mayor en los aislados resistentes al TEB
respecto a su cepa parental WT. A partir de los resultados, se puede inferir que a pesar de que existio una
mayor variabilidad en la actividad lipolitica, se sugiere que las cepas mutadas por UV mantuvieron la misma
virulencia que los aislados WT.

Evaluar la virulencia de los aislados de A. lecanii contra C. viridis, facilité confirmar la suposicion, ya que
las cepas WT y UV mantienen una virulencia similar, excepto EH-348/2.2WTH; ademas, algunas cepas
(EH-348/2.1UVH, EH-348/2.3UVK y EH-459UVH), mostraron una mortalidad cercana al 90 % en un
menor tiempo en comparacion con la cepa parental. Adicionalmente, al estimar el efecto micoparasitario
de estos aislados sobre Cladosporium sp., permiti6 identificar que estos nuevos linajes son capaces de actuar
como un micoparasito, donde las cepas EH-348/2.1, 2 y 3UVK y EH-459WT maostraron un mayor efecto.
Adicionalmente, la resistencia al TEB en los nuevos linajes de A. lecanii no comprometi6 su capacidad
micoparasitica. Donde en los aislados EH-348/2.1, 2.2 y 2.3UVK se registr6 una mayor actividad
hiperparasitaria. Por otra parte, la reduccion del crecimiento de Cladosporium en las concentraciones
evaluadas del TEB sugiere un posible efecto sinérgico entre el fungicida y el micoparasito, donde el

antifungico afecta el crecimiento del fitopatdégeno y facilita la colonizacién por A. lecanii.

Previamente se han generado experimentos para obtener cepas de A. lecanii resistentes a otros fungicidas,
donde se emplearon mdaltiples rondas de radiacion UV para inducir mutaciones. Los nuevos linajes
generados mostraron ademas de resistencia, acortar el tiempo entre el asperjado de propamocarb y el uso
del HE para el control bioldgico de &fidos en algodon (Xie et al., 2018), permitiendo mostrar que, aunque
un aislado mutante tenga una ligera resistencia al antifingico, pueden sobreponerse al efecto negativo
resultante de la aplicacion del agroquimico. En el caso de las cepas EH-348/2 y EH-459 al ser sometidas a
una sola ronda de mutagénesis UV y presion selectiva, mostraron resistencia y no tuvieron una diferencia
en la virulencia entre las nuevas cepas y las WT, por lo que estas pueden ser empleadas en campo, donde

se ha utilizado previamente el TEB.
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Los resultados de esta investigacion demuestran que, aunque A. lecanii presenta una alta susceptibilidad
inicial al TEB, es posible generar linajes resistentes por medio de mutagénesis por radiacion UV y presion
selectiva, sin comprometer la aptitud de las cepas ni su virulencia al actuar como ACB como
entomopatdgeno, ni como micoparasito. Estas cepas resistentes representan una alternativa viable para su
uso en agroecosistemas en los que se ha aplicado el fungicida, de forma que se amplian las posibilidades
de afiadir ACB en programas de manejo integrado de plagas. Asimismo, el modelo experimental utilizado
constituye una plataforma para el estudio de procesos adaptativos en HE y para el desarrollo de cepas de

acuerdo a las necesidades generadas por las condiciones del sistema donde se pretendan usar.
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10. Conclusiones

La presencia de fungicidas en campo es un problema para la implementacion de ACB flngicos, de forma
gue se puede comprometer su establecimiento, reproduccion y el efecto para controlar distintas plagas. Las
cepas WT EH348/2 y EH-459 de A. lecanii mostraron una alta sensibilidad al TEB, por lo que su
implementacion en campo con presencia residual de TEB no tendria un efecto positivo. Pero su desarrollo

en una concentracion baja de 0.01 mg/l permitio el desarrollo de una estrategia para mejorar ambas cepas.

La implementacién de radiacién UV-C favorecid la aparicion de mutaciones aleatorias en las cepas EH-
348/2 y EH-459 que, en conjunto con una técnica de presion selectiva como la placa MEGA, favorecio el
surgimiento de nuevos linajes resistentes al TEB, capaces de resistir concentraciones hasta 1000 veces

superiores a las utilizadas en campo.

La generacion de mutantes de HE como A. lecanii resistentes a TEB, abre la posibilidad para que sean
utilizadas en sistemas agricolas donde se implemente este fungicida de manera habitual, incluso en éareas
donde fue asperjado, ya que al no observarse un costo de aptitud en los linajes UV en cuanto a crecimiento
micelial, conidiacion ni virulencia, estos pueden ser capaces de establecerse y competir en un ambiente

natural.

El mejoramiento de cepas a partir de radiacion UV y presion selectiva favorece el desarrollo de estrategias
de manejo integrado mas sostenibles y eficientes, que a su vez contribuyen a disminuir la dependencia de
plaguicidas quimicos, disminuir los efectos adversos que estos generan en el ambiente y la salud humana.
Ademas de cambiar la forma de produccion a una organica en un mediano o largo plazo. Adicionalmente,
la modificacién de la placa MEGA para ser utilizada en hongos filamentosos permite su adaptacién a

distintas cepas de HE para mejorar su potencial como ACB, bajo condiciones ambientales desafiantes.
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11. Perspectivas

Los resultados del proyecto muestran que las cepas WT tienen la capacidad de adaptarse al TEB. Asi como
los linajes modificados mediante radiacion UV y presion selectiva desarrollaron una resistencia a altas
concentraciones de este fungicida. Sin embargo, es necesario desarrollar experimentos adicionales para
comprender a profundidad los mecanismos de resistencia. Un primer acercamiento es la realizacion de
cultivos sumergidos con TEB, de forma que se facilite la cuantificacion del compuesto en el medio e
identificar su posible degradacion por parte de las cepas resistentes. Donde se podria dar un indicio si se
presenta degradacion enzimatica del fungicida, sobreproduccidn de la proteina objetivo, modificacion de la
proteina objetivo o la expulsion del compuesto a través de bombas de eflujo. Asi, el siguiente paso seria la
identificacion de mutaciones que confieren la resistencia, como las presentes en el CYP51 que codifica la
14 o- esterol desmetilasa; ATP-binding cassette y MFS (major facilitator superfamily) involucrados en la
codificacion de bombas de eflujo.

Para asegurar la estabilidad de las cepas resistentes como ACB, se deben realizar subcultivos sucesivos en
medios sin fungicida y posteriormente, volverlos a exponer al TEB y verificar que no se afecte el
crecimiento micelial ni la produccion de conidios. Ademas de llevar a cabo pruebas de infectividad en
invernadero y campo en distintos organismos hospederos, donde se deberan utilizar suspensiones de
conidios con y sin TEB para confirmar la eficacia de las cepas como ACB en condiciones reales, el efecto

sinérgico y analizar su interaccidn con otros factores biéticos y abiéticos del entorno.
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