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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacién original, asi como de revision en los
campos de la Biotecnologia y Bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision
por al menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion

de aceptacién para ser publicados.

Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenesaplicados
a todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm
de cada lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y centralde cada
hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo
de 25 paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras.

Las publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo paralos autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de
tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN yotras

comunmente aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales hasta sus
aplicaciones, incluyendo: Enzimas y Biocatalisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y
Vegetal, Biotecnologia Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia farmacéutica,
Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia y biocombustibles,
Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y biomateriales,

Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética.
Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberdn apegarse al

siguiente formato:

1. Eltitulo del manuscrito se escribira en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14.
El titulo deberé estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones

y férmulas.
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2. El nombre de los autores ocuparéa los siguientes renglones escribiendo el nombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglon con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluird la direccion postal de la institucion de adscripcién de los
autores, asi como la direccion de correo del autor corresponsal. Si el responsable fuera
un estudiante, debera incluir una carta del tutor o director del trabajo autorizandolo.

3. Se debera afadir un Resumen de no méas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base
de datos. Estas palabras deberan de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se
iniciard el texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera
ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un
renglén al inicio de una seccidn o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberdn numerarse con ardbigos, correlativamente en orden de apariciéon
en el texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para
facilitar el trabajo de edicién, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el
momento en que son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir
un breve titulo explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos,
éstas se deberan designar como figuras.

7. Las tablas también se numeraran con ardbigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras minlUsculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefialada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al

final del manuscrito.

8. Lainformacién dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacion original. En el texto del trabajo, las referencias
se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado...” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han

mostrado...”
BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No 1 5
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Si la cita es una pagina de Internet, la direccién URL debera escribirse completa y entre

paréntesis directamente en el texto.

9. Lalista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafio 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Bayegan AH, Clote P (2020) RNAmountAlign: Efficient software for local, global, semiglobal
pairwise and multiple RNA sequence/structure alignment. PLoS ONE 15(1):
€0227177. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary
metabolites. In: Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess,
Bioseparation, and Cell Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons,
Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the
marine actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones:

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura
del complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII

Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. OllI-12.
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Sitios en internet:
CAZY, Carbohydrate-Active Enzymes Database. (http://www.cazy.org/)
Tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccion de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad

Nacional Autbnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una
carta de cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines
de divulgacioén y difusién de la actividad cientifica y tecnoldgica. En ningun caso, dichos
derechos afectan la propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad

o parte de ese articulo con fines no lucrativos.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccion https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccién
para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx y

marisol.cordova@icat.unam.mx.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su
correccion. En esta condicion no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los
mismos sin la aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicara en linea y podra ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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Review of the potential of Beauveria bassiana as a biological
controller of pathogens in agricultural crops

Raul Alberto Cuervo-Mulet!, Ramén Arturo Reyes-Silva?, Sabdi Berzabet Velazquez-Santizo?,
Maira Julieth Borja®, Claudia Asceneth Castarieda®
Universidad de San Buenaventura Cali*
Licenciatura en Biologia. Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas?
Ingenieria Agroindustrial. Universidad de San Buenaventura Cali®
Institucion Universitaria Antonio José Camacho*
*e-mail: ramon.reyess@e.unicach.mx

Resumen

Los hongos entomopatégenos, a menudo considerados Unicamente como patdégenos de insectos,
desempefian funciones adicionales en la naturaleza, incluidos el endofitismo, el antagonismo de las
enfermedades de las plantas y la promocién del crecimiento de las plantas. Estos roles permiten
brindar oportunidades para el uso miiltiple de estos hongos en estrategias de manejo integrado de
plagas (MIP). Este articulo revisa los avances mas recientes en el uso del hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana, su control en insectos plagay en la colonizacion endofitica de diferentes plantas
hospedantes. También aborda los posibles mecanismos de proteccidon conferidos por Beauveria
bassiana como hongo entomopatégeno y como hongo enddfito y explora el uso potencial del mismo
en el control biolégico dual. Finalmente, se resumen las limitaciones actuales y las direcciones que
deberia tener las investigaciones futuras con respecto a Beauveria spp. como agente de control
biolégico dual.

Palabras Claves: Hongos enddfitos, Hongos entomopatégenos, Plagas, Biocontrolador, PGP, Beauveria
bassiana.

Abstract

Entomopathogenic fungi, often considered only as insect pathogens, perform additional functions in
nature, including endophytism, antagonism of plant diseases and promotion of plant growth. These
roles allow opportunities for the multiple use of these fungi in integrated pest management (IPM)
strategies. This article reviews the literature currently available on the entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana, its control in insect pests and in the endophytic colonization of different host
plants. It also addresses the possible protection mechanisms conferred by Beauveria bassiana as
an entomopathogenic fungus and as an endophytic fungus and explores its potential use in dual
biological control. Finally, we summarize the current limitations and directions that future research
should have regarded Beauveria spp. as a dual biological control agent.

Key Words: Endophyte fungus, Entomopathogenic fungus, Pests, Biocontroller, PGP, Beauveria
bassiana.
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Introduction

The applications of B. bassiana are broad in
Integrated Pest Management (IPM), as they
can encompass fields ranging from agriculture
(Ranesi et al., 2024; Afandhi et al., 2023; lida
et al., 2023), food production (Amobonye et
al., 2022; Gutiérrez-Roman et al., 2022) and
even the field of medicine, through the control
of vector insects that transmit diseases to the
population (Pirmohammadi et al., 2023;
Tawidian et al., 2023; Vivekanandhan et al.,
2022).

Many species of the genus Beauveria are
morphologically similar, leading to the
formation of complexes such as the B.
bassiana complex and the B.
subscarabaeidicola complex, which are
composed of species such as B.
subscarabaeidicola, B. songmingensis, B.
polyrhachicola, B. caledonica, B. blattidicola,
among others (Wang et al., 2022), the most
notable advantages these fungi offer to plants
are protection against endophytic pathogens
such as bacteria and phytopathogenic fungi,
such as Fusarium, Epicoccum sp., Alternaria
burnsii, (Pachoute et al., 2024), Botrytis
cinérea (Sui et al., 2023), etc. B. bassiana it is
a generalist entomopathogenic fungus that
initiates its cycle by penetrating the hard
chitinous cuticle of insects, producing
secondary metabolites directly in the
hemocoel, which causes the death of the
insect (Pedrini, 2022).

Aspects such as host compatibility and severe
environmental variations can lead to a loss in
the viability of fungal conidia (Quesada-
Moraga et al., 2024); this is why it is necessary
to standardize the processes for the mass
production of entomopathogenic fungi as
biocontrol agents (Jaronski, 2023).

Entomopathogenic fungi like B. bassiana
research has been mainly directed to develop
them as biological control agents for insects,
the great potential of this fungus in pest control
has been widely demonstrated (Swathy et al.,
2024; Liu et al., 2023; Pirmohammadi et al.,
2023; Tawidian et al., 2023; Wakil et al., 2023;
Chouikhi et al.,, 2022; Idrees et al.,, 2022;
Vivekanandhan et al., 2022; Wang et al.,
2022; Zhang et al., 2022), even though it is
effective on its own, it has been found that
symbiosis  with bacteria  such as

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.1

Pseudomonas spp., promotes the vegetative
growth of the fungus, accelerating the
mortality of infected insects (Liu et al., 2023).

Although its most common use is as a
biopesticide (Pedrini et al., 2024), it is
considered a potential source of research from
the metabolomics and transcriptomics
perspective, which will allow the identification
of metabolites synthesized by the fungus,
potentially useful in numerous aspects across
various fields of knowledge (Fei et al., 2024).

This article reviews the available literature on
the potential of the entomopathogenic fungal
Beauveria spp. as biological pest insect
controller and its endophytic colonization in
different plants, The European Commission
has recently published a report on the impact
of the Community’s agricultural policy on the
Mediterranean. In addition, it describes the
control mechanisms used by fungal
entomopathogen as pest insect controller and
diseases of agricultural plants and discusses
the interactions of Beauveria spp. as
endophyte with other endophytes. Finally,
current research and future research direction
to potentially use Beauveria spp. as a dual
biological control agent are discussed and
concluded. For this reason, a review divided
by item is presented below about the
Beauveria spp. as a dual biological control
agent in agricultural crops.

Beauveria spp. and biological pest

control insects

The cosmopolitan species of Beauveria are
particularly suitable as possible biological
control agents for insect pests, this is because
its range of hosts is extremely diverse, can be
produced in mass easily and has an
extraordinary mechanism in the process of
pest insect infection (Blond et al., 2018).

Among the research known is the colonization
of B. bassiana allowed the reduction of
damage caused by trappers and lepidoptera
stems in corn (Bruck & Lewis, 2002), Banana
Gorgon (Luo et al., 2015; Akello et al., 2008),
the fruit worm of the tomato Helicoverpa zea
(Abdul et al.,, 2015), the cutting ant Atta
cephalotes (Lépez & Orduz, 2002), the corn
stalk sweeper Sesamia nonagrioides (Verma,
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2014), the onion thrips, the cotton worm
(Castillo & Sword, 2015), among others.
Additionally, the control exerted on insect
species that damage tea crops has been
demonstrated (Bhattacharyya et al., 2023). To
prevent resistance to insecticides, it has been
opted to use a combination of insecticide
doses with B. bassiana doses in both field and
laboratory conditions. As mentioned by Wakil
et al. (2022), they used concentrations of
fipronil with B. bassiana to test its insecticidal
effect on beetles such as Rhyzopertha
dominica, Tribolium castaneum, Sitophilus
granaries, and Trogoderma granarium,
obtaining higher mortality in formulations with
fipronil and B. bassiana, temperature
influenced the results, as the highest mortality
was reached at 30°C, with R. dominica being
the most susceptible. On the other hand, B.
brongniartii has also been tested for the
control of two hemipterans, Rhopalosiphum
padi and Sitobion miscanthi, which damage
wheat crops in China, causing high mortality
starting from day three in both larvae and
adults (Tian et al., 2024).

Coffee (Coffea arabica) has been threatened
by diseases such as coffee berry borer caused
by the beetle Hypothenemus hampei, in which
infected fruits were treated with B. bassiana,
achieving 100% mortality (Krutmuang et al.,
2023). The potato (Solanum tuberosum) crop
is also affected by pest insects, with the most
important being Phthorimaea operculella, a
moth that feeds inside the plants, making its
control difficult. Good results have been
obtained in contrg'tinn #hin inannt ninina nataia

/ A) Spore
adhesion to the
insect

D) Mycelial growth
and insect death

.
Y

-
1"

W,
/

plants infected with B. bassiana (Eltair et al.,
2024; Zhang et al., 2023a; Zhang et al 2022).
From a different perspective, highlighting the
entomopathogenic characteristic previously
mentioned of the fungus, the mycoproteins of
B. bassiana can be derived from a substrate
composed of insects such as Eurysacca
melanocampta and H. hampei, transforming
them into more proteins for utilization in the
food industry (Gutiérrez-Roman et al., 2022).

There are studies that test the larvicidal
activity using the metabolites directly
produced by B. bassiana. An example is the
metabolites extracted from the fungus against
Tuta absoluta, causing 80% mortality at 24
and 48 hours after treatment with these
compounds (Vivekanandhan et al., 2024). It
has been shown that the metabolites a-
solanine, 5-0O-caffeoylshikimic acid,
clerodendrin A, and peucedanin have
insecticidal activity, as plants infected with B.
bassiana overexpress these metabolites,
providing protection to tomato plants against
Bemisia tabaci (Wang et al., 2023).

Mechanism of action

The development of Beauveria disease
towards the insect pest is divided into three
phases: (1) adhesion and germination of the
spore of the entomopathogenic fungus in the
cuticle of the insect, (2) hemocele penetration
and (3) hemocele replication (Jaber &
Alananbeh, 2018; Guesmi-jouini et al., 2014;
Krasno et al., 2014) (Figure 1).

B) Germination and
fungal penetration into
the insect

C) Mycosis by yeast-

like in hemocoel /

Figure 1. Development of B. bassiana in insects. (Jaber & Alananbeh, 2018; Guesmi-jouini et al., 2014; Krasno et al., 2014).
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Created in BioRender. Reyes-Silva, R. (2024) https://BioRender.com/s58x425.

(1) Adhesion and germination of the spore
After the spores have been dispersed by biotic
or abiotic factors, they can enter the insect
through the mouth, spiracles, anus, or its
surface. Once attached, a set of enzymes is
released to infiltrate the insect. (Altinok et al.,
2019). Germination (Figure 1) is a process by
which a spore emits one or more small
germinative tubes that, as they grow and
lengthen, give rise to hyphae, this process
depends on the conditions of humidity and
ambient temperature. The success of
germination and penetration does not depend
on the percentage of germination but on the
time of the duration of germination, the mode,
aggressiveness of the fungus, type of spore
and host susceptibility (Guesmi-jouini et al.,
2014).

(2) Penetration into the hemocele

The penetration process is possible thanks to
a combination of physical and chemical
mechanisms. The physical mechanism is
given by the pressure exerted by the haustory
which first deforms the cuticular layer then
breaking up the sclerosed and membranous
areas of the cuticle (Figure 1). The chemical
mechanism consists, on the other hand, in the
enzymatic action mainly of hydrolytic activities
such as protease, lipase and chitinase, which
degrade the tissue in the area of penetration
facilitating the entrance of the fungus; another
mechanism used by fungal entomopathogens
such as Beauveria to penetrate the hemocele
is the oral cavity, spiracles and other external
openings of the insect. (Jaber & Alananbeh,
2018).

(3) Replication in the hemocoel

When the spores of entomopathogenic fungi
reach the hemocele, most of them make a
dimorphic transition from mycelium to yeast.
Mycosis induces abnormal physiological
symptoms in the insect such as convulsions,
lack of coordination, altered behaviors and
paralysis. Death occurs due to a combination
of effects including physical tissue damage,
toxicosis, dehydration of cells by loss of fluid
and nutrient consumption (Quiroz et al., 2008).
Also, it has been observed that to prevent the
attack of the insect’s immune system, fungi
often do without cell wall formation and
develop as protoplasts, avoiding recognition
by circulating hemocytes in the hemocele,
when the nutrients from the insect, particularly

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.1

the nitrogen sources, become depleted, the
yeast-like phases resume their mycelial
growth (Figure 1) (Krasno et al., 2014).

Beauveria and its function as a

benefical endophyte

The term endophyte refers to microorganisms
that colonize the interior of plant tissues
without causing apparent damage to host
plants. Endophyte fungi have been found in all
types of plants, from those living in the arctic
to the tropics, as well as in agricultural fields
(Sanchez-Fernandez et al., 2013). One of the
main investigations on the introduction of the
entomopathogenic  fungus Beauveria is
presented by Lewis and Cossentine in 1986;
where B. bassiana was established as an
endophyte after aqueous application to the
maize plants Zea may L. (Poaceae), for the
suppression of the European corn sweeper
Ostrinia  hubialis (HUbner) (Lepidoptera:
pyradilae) throughout the season (Verma,
2014).

B. bassiana has been extensively studied for
the symbiosis it forms when infecting hosts of
agro-industrial importance, thus improving
their performance. An example of this is the
increased size of tomatoes (Solanum
lycopersicum), which are larger in plants
colonized with B. bassiana than in plants
without the fungus (Sui et al., 2023). Similarly,
it has been tested in melon (Cucumis melo)
and strawberry (Fragaria sp.) crops, even
achieving infection rates of 100% in tissues of
both pot and field crops, providing resistance
against pests such as moths, mites,
hemipterans, among others (Mantzoukas et
al., 2022). Other investigations where B.
bassiana has been reported as endophyte are
that of (Guesmi-jouini et al., 2014) where it
was shown that ten days were sufficient to
confirm that B. bassiana could be established
endophytic in the artichoke Cynara scolymus.
In sugarcane, B. bassiana was shown to
endophytically colonize this agricultural plant
and improve root establishment (Kasambala
et al., 2018).

Beauveria spp. has also been shown to have
dual biological control in the bean, naturally
occurring in soil and plant; allowing the control
of the insect Piezodorus guildinii and as a
natural endophyte of the common bean plant
Phaseolus vulgaris (Ramos et al., 2017). On

11
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the other hand, (Castle & Sword, 2015)
provided evidence that B. bassiana and
Metharizum brunneum can effectively inhibit
the growth of several Furasium species that
cause root rot in cotton plants and (Greenfield
et al., 2016) demonstrated that B. bassiana
and M. anisopliae can control the disease
causing whitefly Aleurotrachelus socialis and
the same in the yucca plant, obtaining that B.
bassiana has the highest levels of colonization
in plants and exerts a better control on the
diseases of the same (84% control).

The dual effect of B. bassiana has been
demonstrated in both promoting growth in
plants and providing protection against pests
in crops (Figure 2), such as melon (C. melo),

i

B} Endophytic
development of B
bassiana in the host plant

A) Infection of B.
bassfana in seedlings
orseeds

LD

S og®
a®

o

D) The fungus promotes plant

growth and provides
protection against pathogens.

strawberry (Fragaria sp.) (Mantzoukas et al.,
2022), tomato (S. lycopersicum) (Sui et al.,
2023; Zheng et al., 2023), sugar beet (Beta
vulgaris L) (Darsouei et al., 2024); it has been
tested against the Asian corn borer O.
furnacalis, achieving good results in biomass
and protection against the borer (Sui et al.,
2024b). Similarly, the resistance to abiotic
stress in plants with B. bassiana has been
tested, improving drought tolerance in tomato
plants (Guo et al.,, 2024). It also induces
resistance in potato plants against salt stress,
showing higher tolerance when infected with
B. bassiana compared to the controls
(Tomilova et al., 2023).

C} The fungus releases
\\ beneficial metabolites for the:
+ plant in exchange for sugars

g ® and other nutrients

and diseases

Figure 2. Dual effect of B. bassiana on plants (Swathy et al., 2024; Tawidian et al., 2023; Idrees et al., 2022; Zhang et al.,
2022). Created in BioRender. Reyes-Silva, R. (2024) https://BioRender.com/s58x425.

Other research shows that Beauveria spp. has
been the most studied entomopathogenic
fungus as endophyte for disease control in
plants demonstrating its good response in
agricultural crops of tobacco (Nicotiana
tabacum) (Taylor et al., 2014), pumpkin
(Curcubita sp.) (Jaber & Salem, 2014), millet
(Panicum miliaceum)(Reddy et al., 2009),
tomato (S. lycopersicum) (Abdul et al., 2015),
sweet pepper (Capsicum annuum) (Kumar et
al.,, 2016), banana (Musa paradisiaca L)
(Akello et al., 2008) coffee (C. arabica) (Vega
et al., 2010), among others.
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Promotion of host plant
Beauveria

Crops are always exposed to biotic factors,
which is why it was necessary to develop a
defense system against threats such as
bacteria, viruses, fungi, insects, herbivores,
among others, which can represent potential
diseases leading to death (Ngou et al., 2022a).
The immune system in plants is based on
Pattern Recognition Receptors (PRRs), which
are extracellular, and Nucleotide Binding
Leucine-Rich Receptors (NLRs), which are
intracellular. The activation of these receptors
triggers an immune response that in turn
produces metabolites such as phytohormones
and reactive oxygen species (ROS) to defend

immunity by
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against infection or damage (Ngou et al.,
2022b). In the search for the role of B.
bassiana in improving the immune system of
host plants, it was found that they directly act
on the production and control of reactive
oxygen species (ROS).

The symbiosis between endophytic fungi and
plants leads to a significant improvement in
defense against endophytic pathogens,
enhancing the plant's immune system. It has
been shown that the colonization of B.
bassiana in tomato plants increases the
production of reactive oxygen species (ROS)
(Gupta et al., 2022). Similarly, infections by the
pathogen B. cinerea in tomato plants also
increase ROS production and, consequently,
oxidative stress in the plant. Plants colonized
with B. bassiana show higher production of
SOD-type enzymes that reduce oxidative
stress caused by ROS (Proietti et al., 2023).

Beauveria control mechanism in
agricultural plant diseases

The function of endophytic fungi in host plants
is well known, as they not only protect against
insects but also against pathogenic
microorganisms that can cause diseases. Its
effect has been tested against B. cinerea,
inhibiting the growth of the pathogen (Sui et
al., 2022), as well as against F. oxysporum
(Nchu et al., 2022), fungi that cause significant
diseases in crops such as tomatoes (S.
lycopersicum) and grapes (Vitis vinifera). It
has also been tested in ornamental and food
crops like sunflower against the disease
caused by Sclerotinia sclerotiorum,
significantly suppressing this pest (Sui et al.,
2024a). The following outlines the role of B.
bassiana in phytopathological diseases.

(1) Direct suppression of plant pathogens
Entomopathogenic fungi such as Beauveria
when acting as endophytes can directly
suppress plant pathogens through
mycoparasitism. Mycoparasitism is mainly
characterized by forming hyphae wrapped
around the host fungus’s hyphae (Quiroz et
al., 2008). The colonization of Beauveria
occurs through plant tissues involving host
recognition, spore germination, the
penetration of the plant surface and the
colonization of tissues (Mendiola-soto & Heil,
2014). Once Beauveria as endophyte
colonizes the plant, it occupies a niche by
depleting the nutritional resources of the plant
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without leaving any available for the plant
pathogen. Moreover, antibiosis is produced by
secondary  metabolites; these  confer
protection against plant pathogens that cause
diseases and insect pests (Ownley et al,
2010).

In vivo inoculations of B. bassiana in plants
have been conducted to test its antiparasitic
effect. Sui et al. (2023) found that in tomato
plants grown in pots and in the field, once
inoculated with B. bassiana and exposed to B.
cinerea, the plants that showed the smallest
lesions on their leaves were the experimental
plants, both in pots and in the field. The effect
of B. bassiana against the cucumber mosaic
virus in cucumber plants has also been
studied, observing that the virus can alter the
plant's metabolites to enhance its infection.
The use of the fungus mitigates the negative
effect on the plant and inhibits the virus
(Shaalan et al., 2022).

Some viruses, such as the beet yellowing
virus, appear to not be inhibited by B.
bassiana, but it somewhat reduces the viral
load and protects against the aphid Myzus
persicae, the main vector of the virus
(Dessauvages et al., 2024). Studies have
been conducted on the effect of B. bassiana
with beneficial soil bacteria and some that are
symbiotic  with the fungus, showing
compatibility with bacteria such as Bacillus
subtilis (Kramski et al., 2023). However, it has
also been shown to have a bactericidal effect
against Xanthomonas euvesicatoria (Gupta et
al., 2022). Positive results have also been
obtained against Pseudomonas aeruginosa,
P. fluorescence, X. campestris and
Clavibacter michiganensis (Camele et al.,
2023).

(2) Induction of systemic plant resistance.
Induced systemic resistance is an important
plant defense mechanism against a wide
range of plant pathogens and insect pests
(Pieterse et al., 2014). This defense
mechanism allows to reduce the symptoms of
the disease in parts of the plant away from the
site where the inducer is active. Systemic
resistance induced has been demonstrated in
cotton seedlings inoculated with strain 11-98
of B. bassiana which was soaked in the plant
root and followed by folia attack of
Xanthomonas sp., 13 days later. Significant
reduction in disease was obtained for plants
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not inoculated with B. bassiana (Ownley et al.,
2010; Griffin, 2007). Suppression or delay in
the development of symptoms is also
considered a mechanism of SRI, this was
evidenced in zucchini (C. pepo) plants
colonized by several strains of B. bassiana
(Jaber & Salem, 2014) where plants
inoculated with the  entomopathogen
presented a low rate of viral multiplication
compared to those that were not inoculated.

Systemic resistance in plants induced by
Beauveria spp. has been demonstrated in
multiple studies (Eltair et al., 2024; Sui et al.,
2023; Tomilova et al., 2023; Bhattacharyya et
al., 2023; Tomilova et al., 2023; Zhang et al.,
2023a; Mantzoukas et al., 2022; Zhang et al.,
2022), this resistance provides an advantage
to the host plants, as they exhibit greater
resistance to biotic (Dessauvages et al., 2024;
Kramski et al., 2023; Shaalan et al., 2022) and
abiotic factors (Guo et al., 2024; Tomilova et
al.,, 2023) when infected with B. bassiana
compared to those that are not (Sui et al.,
2024a), demonstrating its potential as a
beneficial endophyte in integrated pest,
vector, and disease management in plants
(Abd ElI-Wahab et al., 2023; de Oliveira et al.,
2023; Yasin et al., 2022; Zamora-Aviles et al.,
2022; Chouikhi et al., 2022).

(3) Promotion of plant growth

Another mechanism used by fungal
entomopathogens as endophytes is the
protection of their host plant through improved
plant growth (Gana et al., 2022). Fungal
entomopathogens have been shown to
promote plant growth after endophyte
establishment thus avoiding abiotic and biotic
stress (Liu et al., 2022). Example of promoting
plant growth is found in pumpkin (Curcubita
sp.) plants colonized with B. bassiana against
ZYMV (Kesh & Yadab, 2023; Jaber & Salem,
2014) which not only reduced the disease but
also proved more vigorous and developed
faster. The same has been demonstrated with
plants exposed to F. solani (Deng et al., 2018)
showed healthy growth and lower disease
rates compared to plants not colonized.

It should also be noted that the inoculation of
plants with fungal entomopathogens has
induced proteins related to photosynthesis
and energy metabolism, which leads to
increased plant growth and disease resistance
(Gébmez-Vidal, 2009). The improved growth
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can also be attributed to the production of
phytohormones as in the case of B. bassiana
which produces siderophores under iron
depletion culture conditions (Jirakkakul et al.,
2014; Krasno et al., 2014). Finally, it should be
noted that the ability of several species of
fungal entomopathogens such as B. bassiana,
B. brongniartii and M. brunneum depend on
the method used for inoculating plants with the
strains of fungi or the combination thereof.

Similarly, the promotion of plant growth
produced by B. bassiana can explain the
resistance to various types of abiotic stress,
such as salinity, as it can stimulate the
production of phytohormones, antioxidants,
flavonoids, photosynthetic pigments, among
others  (Abdelhameed et al., 2024,
Papantzikos et al., 2024; Akter et al., 2023).
Furthermore, this fungus can be leveraged to
increase yields in vegetable crops such as
tomatoes (S. lycopersicum), onions (Allium
cepa), potatoes (C. tuberosum), corn (Z. may),
cucumbers (C. sativus), peppers (Capsicum
spp.), among others (Eltair et al., 2024;
Mohammed et al., 2024; Russo et al., 2023;
Saragih, 2023; Zhang et al., 2023a; Gana et
al., 2022; Liu et al., 2022; Shaalan et al., 2022;
Zhang et al., 2022).

Current limitations and future

studies

Although there are not many studies, some
resistance presented by insects against B.
bassiana has been found. Gao et al. (2022)
discovered that young larvae of Spodoptera
frugiperda produce protective and detoxifying
enzymes against B. bassiana infections, which
are characteristic of the early larval stages,
potentially conferring resistance to the larvae
against the fungus’s infection mechanisms.
Also, S. frugiperda produces antimicrobial
peptides such as lepidopterin, which can
inhibit B. bassiana spores (Qi et al., 2024).
Some insects, like the beetle T. castaneum,
secrete defensive compounds against
pathogens, allowing them to inhibit the
development of B. bassiana (Davyt-Colo et al.,
2022).

The efficacy of metabolites extracted from
Beauveria spp. has been tested, proving to be
more stable than the fungi themselves, making
it a promising tool against resistance
developed by some insects to the fungus, as

14



Articulos

these insects depend on environmental
conditions for development (temperature,
humidity, UV light) (Kramski et al., 2023).
Good results have been obtained using
extracts of Achyrocline satureioides and B.
bassiana against Rhipicephalus microplus,
causing high mortality in both larvae and
adults. However, when the extracts were used
together with B. bassiana, 100% mortality was
achieved (Fantatto et al., 2022). Kim et al.
(2024) extracted and identified 8 metabolites
(bassianin, bassianolide, beauvericin,
beauveriolide |, enniatin A, Al, and B, and
tenellin) present in the infection of Tenebrio
molitor by B. bassiana using UPLC-Q-Orbitrap
MS, with the main ones being bassianolide
and beauvericin, which are promising for
biopesticide development. Metabolites from B.
bassiana have also been obtained through
fermentation, including oosporein, which was
able to inhibit spores of Gibberella
moniliformis (Avila-Hernandez et al., 2022).

In the same way, it may occur that some crops
are not compatible with the plant, despite the
search for sustainable alternatives like
inoculation with B. bassiana. An example is
the search for pest resistance in the canola
crop, Brassica napus, infected with B.
bassiana, which resulted in longer germination
times compared to the controls. However, it
stimulated the production of flavonoids (Muola
et al., 2024).

Future studies on the metabolism of B.
bassiana that will focus on omics sciences
(genomics, metabolomics, proteomics,
transcriptomics, etc.) (Biswas et al., 2024; Wei
et al., 2024; Hou et al., 2023; Mannino et al.,
2023; Li et al., 2023a; Li et al., 2023b; Litwin et
al., 2023; Sun et al., 2023; Zhang et al., 2023b;
Guan et al., 2022; Li, 2022; Lin et al., 2022)
will be key in understanding the genes and
proteins involved in host infection, pathogen
and disease protection, plant growth
promotion, and the search for biotechnological
metabolites of interest for the production of
bioformulations that replace agrochemical
products used in integrated pest management,
which cause severe damage to the ecosystem
and human health.

Conclusions

Entomopathogenic fungi are a unique and
highly specialized group in pest insect control.
Although there are more than 700 species of
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fungal entomopathogens (Angelone &
Bidochka, 2018), most of the mushrooms sold
are concentrated in the Beauveria species,
Metarthizium, Isaria and Lecanicillium. In the
case of Beauveria, the species on which the
research is concentrated are B. bassiana and
B. brongniartii (Vega et al., 2009) This leads to
the conclusion that a better understanding of
the ecology of this species would allow for the
expansion of the development and uptake of
dual biological control in conventional
agriculture. Being B. bassiana a cosmopolitan
species, it exhibits great genetic diversity (Li et
al., 2023a; Li et al.,, 2022), which in turn
facilitates the acquisition of strains through
isolates from infected insects from various
regions, with different adaptations to various
pathogens and plant pests (Tian et al., 2024;
Ranesi et al., 2024; Sun et al., 2023; Idrees et
al., 2022).

Entomopathogens like endophytes are
becoming a potential group of microbial
biological control as could be observed in the
collection of some studies carried out in this
review. The use of Beauveria as a treatment
for seeds introduced at an early stage of plant
development allows to obtain a higher result in
dual biological control, overcoming several
inherent problems such as damage from UV
radiation, reduced humidity and excessive
precipitation (Pachoute et al., 2024; Muola et
al., 2024; Akter et al., 2023; Posada & Vega,
2006).

The extent and persistence of endophytic
fungal colonization within plants can be
improved by repeated application of the
microbial agent through foliar spraying or
soaking in the soil The European Commission
(Eltair et al., 2024; Mantzoukas et al., 2022;
Jaber & Ownley, 2018). Finally, the challenge
as researchers is to pave the way for the full
potential of fungal entomopathogens as
endophytes for integrated multiple pest
management. However, several problems
must be addressed mainly related to the
consistency of plant colonization (Muola et al.,
2024), subsequent endophytic protection (Guo
et al., 2024; Eltair et al., 2024; Muola et al.,
2024; Bhattacharyya et al.,, 2023), the
resistance of some insects to Beauveria spp.
(Qi et al., 2024; Davyt-Colo et al., 2022; Gao
et al., 2022), the compatibility of host plants
with the fungus (Muola et al., 2024), the
symbiosis with endophytic and beneficial soil
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2008), 27-34.

bacteria (Muola et al., 2024; Kramski et al.,
2023; Liu et al., 2023); along with the
development of new tools in the field of omics
sciences, will provide a better understanding
of the genes that regulate the proteins
involved in the fungus metabolism, enabling
the acquisition of biotechnologically relevant
metabolites (Biswas et al., 2024; Litwin et al.,
2023; Guan et al., 2022; Li, 2022).
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Cultivo celular tridimensional: protocolos y métodos emergentes
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Resumen

El presente articulo tiene como objetivo recopilar distintos métodos para la obtencion de esferoides,
destacando de manera concisa sus ventajas en comparacion con los cultivos celulares tradicionales.
Los métodos presentan diversas técnicas de elaboracion, cuyas implicaciones practicas permiten
seleccionar el enfoque mas adecuado segun los objetivos de investigacion. EI método de cultivo en
pellet se caracteriza por su simplicidad y eficacia, logrando una alta reproducibilidad en las
propiedades de los esferoides. Sin embargo, controlar el microambiente puede presentar cierta
complejidad. Por otro lado, el método de gota colgante facilita el mantenimiento de condiciones
estandarizadas, aunque requiere especial atencién para prevenir la evaporacion del medio.
Finalmente, el cultivo por agitacion es ideal para la produccién a gran escala de esferoides, siempre
gue se utilicen células con suficiente cohesion, de lo contrario, existe el riesgo de apoptosis celular.

Palabras Claves: Esferoide, cultivo celular 3D, cultivo tradicional, caracterizaciéon

Introduccion

Las é&reas de investigacion médica,
biomédica y preclinica estan en constante
crecimiento y deben enfrentar diversos
desafios, entre ellos el uso de cultivos
celulares para obtener datos precisos que
impulsen avances cientificos. El cultivo
celular es una técnica in vitro en la cual se
realiza el procesamiento de una muestra de
tejido con la finalidad de extraer las células
gue lo conforman, para conseguir un
ambiente éptimo en el que las células puedan
sobrevivir se requiere agregar un medio que
les proporcione nutrientes para
posteriormente dividirse. Este proceso de
division usualmente ocurre por mitosis
(Morales et al., 2019). En el campo de la
investigacion cientifica se han obtenido
extensos y novedosos métodos para realizar
cultivo celular, debido a que con esta técnica
es posible el estudio del metabolismo y la
fisiologia humana, facilitando la evaluacion
de respuestas ante determinados estimulos
de sustancias quimicas en condiciones
controladas. Al emplear esta técnica es
posible investigar el comportamiento de tipos
celulares individuales sin la influencia de
variaciones sistémicas que podrian surgir
durante la homeostasis normal in vivo y
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conseguir informacién respecto a la
citotoxicidad, genotoxicidad, mutagénesis y
carcinogénesis en tipos especificos de
células. Otra de sus aplicaciones es el uso en
el andlisis de los mecanismos de infeccion de
virus y bacterias o para buscar posibles
agentes antivirales y antibacterianos al fungir
como hospederos (Morales et al., 2019;
Philippeos et al. 2012).

Establecer un cultivo celular se logra a partir
de suspensiones celulares que
posteriormente se transferirhn a una
superficie sélida, normalmente se puede
utilizar la base de una placa o frasco de
plastico, con la finalidad de crecer y
multiplicar las células (Chen et al., 2020).
Este tipo de cultivo se conoce como cultivo
celular 2D, las células se adhieren a la base
y se encuentran dividiéndose de manera
horizontal, formando una capa en dos
dimensiones.

Esta técnica es ampliamente utilizada para
ensayos de investigacion biomédica y
preclinica, sin embargo, el crecimiento en
diversas &reas tales como nanomedicina,
terapia génica, gendmica y protedmica, ha
significado un aumento en el empleo de
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cultivos celulares, de este modo se
evidencian nuevos y mas complejos
requisitos los que se deben evaluar, por lo
tanto ha surgido la necesidad de superar las
limitaciones de los cultivos celulares
tradicionales y desarrollar modelos que
permitan obtener una simulacién mas precisa
del ambiente en el que se encuentran las
células. Uno de los principales obstaculos
que se presentan al emplear el cultivo celular
2D es la pérdida de heterogeneidad celular de
partida, esto se debe a que la poblacién
celular crece de manera uniforme vy
homogénea, ademas se desaparece la
interaccion célula-célula y célula-matriz
extracelular (Baust et al., 2017; Garcia S.,
2013). El cultivo celular tridimensional es el
resultado de estos nuevos requisitos,
consiste en mimetizar el microambiente en el
que se encuentran las células, replicando la
morfologia y las propiedades bioquimicas
que se encuentran en las células en su
emplazamiento en el organismo vivo. Al
utilizar esta técnica tridimensional se logran
conseguir condiciones altamente similares a
aquellas en las que se encuentran las células
de un organismo vivo. Los modelos en tres
dimensiones se denominan esferoides,
esferas liquidas, organoides, matrices 3D,
cultivos en andamios etcétera (Garcia S.,
2013; Meseguer et. al., 2015).

Explorar las técnicas que se encuentran a la
vanguardia permite obtener un panorama en
el que se conozcan los procedimientos que se
ven implicados en cada metodologia,
facilitando a su vez la eleccion a emplear.
Este resumen describe una serie de métodos
para la creacidbn de cultivos celulares
tridimensionales enfocados en esferoides.

Esferoides

En una suspensiéon de cultivo celular, las
células muestran una tendencia a agregarse
y a atravesar un proceso de auto-ensamblaje.
Este mecanismo de formacion de esferoides
se ve influenciado por diversos factores como
gradientes de nutrientes, oxigeno y factores
de crecimiento en el medio de cultivo celular,
asi como factores paracrinos celulares. El
medio de cultivo celular accede al interior de
los esferoides mediante un mecanismo de
difusién, el gradiente de difusién ocurre al
aumentar el tamafio de los esferoides durante
el cultivo, de manera que entre mayor sea el
tamafio de los esferoides, se vuelve mas
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complejo para el medio alcanzar el ndcleo
(Ryu et al.,, 2019). Los esferoides son un
disefio de cultivo celular tridimensional en el
cual se emplea esta tendencia natural de las
suspensiones celulares de agregarse para de
este modo generar masas multicelulares que
presentan una forma esferoidal. En éptimas
condiciones es posible cultivar esferoides de
cualquier tipo de célula (Meseguer et. al.,
2015). Ademas, tienen aplicacién en modelos
de tumores, ingenieria de tejidos,
investigacién cientifica, terapia de trasplante,
entre otros. Actualmente hay distintas
técnicas para conseguir el cultivo de
esferoides, por ejemplo; cultivo en pellet,
superficie liquida, gota colgante, cultivo en
agitador, vaso de pared rotatoria, microfluidos
y levitacion magnética (Ryu et al., 2019).

Métodos de obtencion de

esferoides.

Método de cultivo en pellet.

El primer paso para realizar esta técnica es
iniciar un vial de una linea celular, el cual
debe cultivarse con la metodologia tradicional
0 2D para obtener la cantidad deseada de
células. Una vez obtenidas, estas se
transfieren a un tubo Falcon.

El objetivo de este método es crear
esferoides mediante la concentracion de
Células en un tubo que se somete a
centrifugacién. Esto facilita el contacto célula-
célula, ya que las células interactian en el
fondo del tubo, generando una
autoorganizacién en un microambiente que
se asemeja mas a las condiciones in vivo.
Posteriormente, se retira el sobrenadante y el
pellet de células se resuspende afiadiendo
medio de cultivo celular.

Después, se deben realizar los célculos
necesarios para distribuir la suspension
celular adecuadamente en cada pozo de una
placa de 96 pozos, ajustando la
concentracion celular a una densidad 6ptima
para la  formacion de  esferoides
(generalmente entre 10,000 y 1 millén de
células por pozo, dependiendo del tamafio
deseado de los esferoides y del tipo celular).
En cada pozo se formara un esferoide.

Una vez distribuida la suspension celular en

la placa de 96 pozos, esta se coloca en una
incubadora a 37°C con un 5% de CO,. El
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proceso de incubacion debe durar entre 7 y
14 dias, dependiendo de las caracteristicas
que se deseen alcanzar en el cultivo de los
esferoides. Es importante mencionar que las
células deben ser mantenidas afiadiendo
nuevo medio de cultivo cada 24-72 horas
para proporcionarles los nutrientes
necesarios, lo que favorece la interaccién
continua y promueve la compactacion y
formacion de los esferoides. Durante este
tiempo, las células reorganizan su
arquitectura para formar un esferoide mas
definido y funcional, que puede simular mejor
las caracteristicas fisiologicas de los tejidos in
vivo.

Los esferoides formados pueden permanecer
en la placa para estudios de viabilidad,
proliferacion o respuesta a farmacos, o bien
ser recolectados mediante micropipetas para
transferirlos a otras condiciones de cultivo, o
para su procesamiento en estudios de
microscopia, citometria de flujo o andlisis
moleculares.

El método de cultivo en pellet es sencillo y
eficaz para generar esferoides homogéneos

de tamafios variables segun la cantidad de
células iniciales. Una ventaja clave es la
capacidad de generar esferoides con relativa
rapidez y alta reproducibilidad en términos de
tamafio y compactacion. Ademas, permite
trabajar con un amplio rango de densidades
celulares y es aplicable a diferentes tipos de
células, incluidas células madre, células
cancerosas Y fibroblastos.

Sin embargo, algunas limitaciones incluyen la
falta de control sobre el microambiente local,
ya que los esferoides pueden variar en su
exposicién a nutrientes y oxigeno a medida
que crecen. Este gradiente de oxigeno y
nutrientes puede llevar a la formacion de
zonas de necrosis en el centro de esferoides
grandes, similar a lo que ocurre en tumores
sélidos in vivo, lo que puede afectar los
resultados en estudios de viabilidad o
respuesta a farmacos. Ademas, la
manipulacion de los esferoides tras su
formacion puede ser delicada, ya que su
estructura compacta puede desagregarse
facilmente si no se manejan con cuidado.

G 7 4

Figura 1. Protocolo de preparacion de esferoides por el método de cultivo en pellet.

Método de la gota colgante

En la formacion de esferoides, una de las
técnicas mas utilizadas es la de "gota
colgante". Este enfoque facilita que las
células individuales se agreguen y formen
esferoides en forma de gotas. Los esferoides
obtenidos mediante este método pueden
ajustarse a caracteristicas definidas, como el
tamafio, debido al control en el volumen de la
gota o en la densidad de la suspension
celular. Esta técnica permite formar
esferoides circulares con una distribucion de
tamafio estrecha, con un coeficiente de
variacion del 10% al 15%, mientras que los
esferoides cultivados en superficies no
adherentes presentan un coeficiente de
variacion del 40% al 60% (Ryu et al., 2019).
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El proceso para iniciar esta técnica consiste
en partir de un cultivo tradicional. Luego, las
células se preparan en suspension y se
diluyen con medio de cultivo para alcanzar la
densidad celular deseada. Posteriormente, la
suspension celular se transfiere a los pozos
de una bandeja o placa de cultivo, a la cual se
le coloca una tapa para luego invertirla boca
abajo. Cada gota, de aproximadamente 20-
50 pL, contiene un nimero definido de células
suspendidas en medio de cultivo. De esta
manera, las gotas de suspension celular se
mantienen adheridas a la superficie debido a
la tension superficial, mientras que la
gravedad contribuye a formar la estructura en
forma de gota (Ryu et al., 2019). La placa con
las gotas colgantes se incuba en un ambiente
controlado a 37°C con un 5% de CO,.
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Una vez alcanzado el tamafio o el estado de
compactacion deseado, los esferoides se
pueden recolectar cuidadosamente utilizando
micropipetas, evitando dafiar su estructura
celular.

El método de gota colgante ofrece varias
ventajas, entre ellas: la simplicidad del
procedimiento, la homogeneidad en el
tamafio de los esferoides producidos, y la
capacidad de mantener condiciones
estandarizadas sin necesidad de aditivos o

materiales complejos. No obstante, es
importante controlar cuidadosamente las
condiciones de incubacion y el volumen de
las gotas, ya que una evaporacion
significativa del medio puede afectar la
viabilidad y el desarrollo de los esferoides.
Ademas, esta técnica es mas adecuada para
experimentos a pequefa escala, debido a la
limitada cantidad de esferoides que se
pueden generar simultineamente en una
placa estandar.

N
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Figura 2. Del lado izquierdo, perspectiva superior de la tapadera de un disco Petri con gotas colgantes de esferoides. Del
lado derecho, perspectiva lateral de las gotas colgantes de esferoides.

Método de cultivo celular por
agitacion.

El método de cultivo en agitacion consiste en
formar  esferoides  utilizando  frascos
biorreactores de agitacion. El principio es
evitar que las células que se encuentran en
suspension se asienten, esto se logra al
mantener una agitaciébn constante que
causara colisiones entre las células (Achilli et
al., 2012). Aliniciar esta técnica de cultivo se
requiere afadir una suspension uniforme de
células en el frasco biorreactor, el entorno
fluido y la transferencia de masa en el matraz
se controlan mediante fuerzas convectivas
generadas por un impulsor o una barra de
agitacion magnética. Mantener una agitacién
constante es importante, sin embargo, es
necesario sefialar que si se aplica una

agitacion a alta velocidad se provocara dafio
celular en los esferoides, pero si se aplica una
baja velocidad de agitacion, esto causara que
los esferoides se asienten. El tamafio de los
esferoides  resultantes se  encuentra
influenciado por el tamafio del contenedor del
biorreactor (Ryu et al., 2019).Este método
permite la produccién de grandes cantidades
de esferoides, ademas se ha utilizado en una
variedad de células primarias, lineas
celulares y mezcla de dos tipos celulares,
generando esferoides heterotipicos. No
obstante, debido a las fuerzas convectivas, el
uso de este método puede no resultar 6ptimo
para células que manifiestan baja cohesion o
células adherentes que pueden sufrir
apoptosis al encontrarse en suspension
(Achilli et al., 2012).

Figura 3. Método de cultivo celular por agitacion en un matraz agitador.

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.1

27



Articulos

Conclusiones

Este articulo ha recopilado diversas
metodologias para la produccién de
esferoides, destacando las ventajas que
ofrecen los cultivos celulares 3D frente a los
tradicionales, principalmente en su capacidad
para imitar microambientes similares a los de
un organismo vivo. Los resultados indican
que, aunque el cultivo en pellet es
relativamente sencillo y reproduce de forma
eficiente las propiedades de los esferoides,
presenta desafios en el control del
microambiente local. Esto se debe a que los
gradientes de oxigeno y nutrientes no siempre
alcanzan todas las zonas internas del
esferoide, lo que puede ocasionar necrosis.

El método de gota colgante, por su parte,
garantiza una mayor homogeneidad en el
tamafio de los esferoides y no requiere
aditivos o materiales complejos, sin embargo,
las condiciones de incubacién son mas
rigurosas, ya que la evaporacion del medio
puede comprometer la viabilidad celular, lo
que lo hace méas adecuado para la produccion
a pequefa escala. En cuanto al cultivo por
agitacion, este se perfila como una opcion
prometedora para la produccion a gran
escala, siempre que las células empleadas
mantengan una cohesion adecuada para
evitar la apoptosis.

A pesar de que cada uno de estos métodos
presenta ciertas limitaciones, su optimizacion
puede mejorar significativamente el desarrollo
de modelos celulares tridimensionales, con
aplicaciones en diversas é&reas cientificas.
Futuras investigaciones podrian enfocarse en
superar las limitaciones asociadas con el
control del microambiente, la reproducibilidad
y la escalabilidad de estos sistemas. En
conclusién, este trabajo proporciona una base
para la seleccién de metodologias adecuadas
en estudios que requieran esferoides, lo que
podria tener un impacto en la investigacion
biomédica y en el desarrollo de terapias
innovadoras.
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Resumen

La Agencia Europea de Sustancias Quimicas, como parte del Parlamento Europeo y del Consejo,
estableci6 el Reglamento de Registro, Evaluacién, Autorizacion y Restriccion de Productos
Quimicos (REACH), para garantizar un alto nivel de proteccién de la salud humana y el medio
ambiente. El detergente Tritobn X-100 se incluyé en la lista de sustancias candidatas
extremadamente preocupantes debido a las propiedades de alteracion endocrina del producto de
degradacion. En este trabajo se estudio la influencia del empleo de los detergentes Ecosurf™ EH-
9, Ecosurf™ SA-9 y Tergitol™ 15-S-9 como sustitutos del Triton X-100 en la purificacion de los
cuerpos de inclusién en el proceso de purificacion de una proteina modelo basada en la capside
del virus del dengue. Para ello se realizé un disefio de experimentos multifactorial categérico
evaluando los tensoactivos en dos estrategias de purificacién de los cuerpos de inclusién con las
variables de respuesta pureza y recobrado del precipitado de lavado y pureza del sobrenadante de
solubilizacién. Los resultados indican que es posible sustituir Triton X-100 por Ecosurf EH-9™,
obteniendo ademés resultados positivos en cuanto al recobrado de la etapa, con valores
superiores 1,12 veces a los obtenidos con el empleo de Tritdn X-100 sin afectar la pureza de la
proteina solubilizada.

Palabras Claves: Triton X-100, detergentes sustitutos, purificacion, cuerpos de inclusion.

Abstract

The European Chemicals Agency, as part of the European Parliament and Council, established the
Registration, Evaluation, Authorization, and Restriction of Chemicals (REACH) Regulation to ensure
a high level of protection for human health and the environment. The detergent Triton X-100 was
included in the list of substances of very high concern due to the endocrine-disrupting properties of
its degradation product. This study examines the influence of using Ecosurf™ EH-9, Ecosurf™ SA-
9, and Tergitol™ 15-S-9 as substitutes for Triton X-100 in the purification of inclusion bodies during
the purification process of a model protein based on the dengue virus capsid. A categorical
multifactorial experimental design was carried out, evaluating the surfactants in two purification
strategies for inclusion bodies, using purity and recovery of the wash precipitate and purity of the
solubilization supernatant as response variables. The results indicate that Ecosurf™ EH-9 can
replace Triton X-100, also yielding positive results in terms of recovery, with values 1.12 times
higher than those obtained with Triton X-100, without affecting the purity of the solubilized protein.

Key Words: Triton X-100, substitute detergents, purification, inclusion bodies.
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ergitol-15-s-9-alternativa-al-triton-x-100-

Introduccién

La Agencia Europea de Sustancias Quimicas,
como parte del Parlamento Europeo y del
Consejo, estableci6 el Reglamento de
Registro, Evaluacion, Autorizacion y
Restriccién de Productos Quimicos (REACH),
Reglamento (CE) n° 1907/20061, para
garantizar un alto nivel de proteccion de la
salud humana y el medio ambiente. Tritén X-
100 se incluy6 en la lista de sustancias
candidatas extremadamente preocupantes
segun el marco reglamentario, el 19 de
diciembre de 2012 (McNamara L, 2022) y
desde el 4 de enero de 2021 se prohibié su
uso en la Uni6bn Europea con algunas
excepciones (Marques et al., 2024). Tritébn X-
100 es un tensioactivo no idnico
(https://echa.europa.eu/candidate-list-table/-
[dislist/details/0b0236e18db570) ampliamente
utilizado como parte del proceso de produccion
de proteinas terapeuticas (Yadav et al., 2024),
sin embargo, estudios ecoldgicos recientes
han indicado que sus productos de
descomposicién pueden comportarse
potencialmente como disruptores endocrinos
en organismos acuaticos (Conley et al., 2017).
Hoy en dia, la mayoria de las empresas
farmacéuticas que  desarrollan  nuevos
productos y procesos evitan Su UuSO
(McNamara L, 2022) y, en cambio, buscan
alternativas ecolégicas (Feroz et al., 2022). Se
han realizados estudios empleando
detergentes ecolégicos en procesos de
separacion de fases (7), lisis celular (Marques
et al., 2024) e inactivacién viral (Conley et al.,
2017; Feroz et al., 2022; Yadav et al., 2024).
El siguiente trabajo tiene como objetivo
analizar la influencia del empleo de los
detergentes Ecosurf EH-9™, Ecosurf SA-9™ y
Tergitol 15-S-9™ como sustitutos de Tritén X-
100 en la purificacibn de los cuerpos de
inclusion (Cl) del proceso de purificacion de
una proteina modelo basada en la cépside del
virus del dengue. Estos son tensioactivos no
ibnicos, compuestos de alcoholes, y son una
alternativa mas sostenible porque son
biodegradables, no téxicos y no
bioacumulativos. Ademas, tienen propiedades
tensioactivas similares a las de Triton X-100, lo
gue los convierte en sustitutos practicos
(https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/
ecosurf-eh-9-alternativa-al-triton-x-100-/A9778;
https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/
ecosurf-sa-9-alternativa-al-triton-x-100-/A9779;
https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/t
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/A9780).

Materiales y Métodos

Material biolégico

La proteina de interés fue expresada en
células de E. coli y producida en un
biorreactor de tanque agitado de volumen
total 50 L (Sartorius, Alemania) en modo
discontinuo. Se emple6 una de las
cosechas obtenidas, la que presentd una
viabilidad celular de 9,55 * 10° superior al
criterio de aceptacion (> 109, una
estabilidad plasmidica de 95 % por encima
del criterio de aceptacion (> 85 %) y una
expresion de 11 %; por lo que se consider6
el proceso de fermentacion como estable y
consistente. La fermentacién se centrifugé
a 10 000 rpm, durante 30 min a 4°C, luego
se almacen6é a -20°C para su posterior
procesamiento.

Metodologia para el disefio experimental

Se parti6 de 10 g de la biomasa
proveniente de la etapa de fermentacion
que se homogeneizaron en NaCl 150
mmol/L, tris (tris(hidroximetil)Jaminometano)
20 mmol/L, EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 1 mmol/L, pH 8 a
razon de 100 g/L con el empleo de un
homogenizador de cuchillas verticales (IKA,
Alemania). Posteriormente se realizaron
tres ciclos de ruptura celular con empleo de
un homogenizador de alta presion tipo
prensa francesa (Ohtake works, Japén)
manteniendo una presion entre 60 y 80
MPa, incubando en hielo 10 minutos luego
de cada ciclo. El material roto se centrifugé
a 10 000 rpm durante 30 min, 20°C, el
sobrenadante se deseché y el precipitado
se vovid a resuspender en NaCl 150
mmol/L, tris 20 mmol/L, EDTA 1 mmol/L,
pH 8 a razén de 100 g/L y se alicuoté 3 mL
en viales. Los viales se centrifugaron a 10
000 rpm durante 30 min, 20°C y se
desech6é el sobrenadante, el precipitado
constituy6 el material de partida de los
experimentos.

Con el empleo de STATGRAFICS
Centurion XVI Version 16.1.11 se realiz6 un
disefio de experimentos multifactorial
categérico  estudiando los  factores
experimentales tensoactivo: Tritdbn X-100
(Merck KGaA, Alemania), Ecosurf EH-9™,
Tergitol 15-S-9™, Ecosurf ~ SA-9™
(neoFroxx, Alemania) y estrategia de
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purificacion de los CI; se realizaron dos
réplicas para un total de 24 corridas. La
metodologia consisti6 en resuspender el
precipitado de ruptura a razén de 100 g/L en el
tampén de lavado 1 (Estrategia A: urea 2
mol/L, NaCl 200 mmol/L, tris 20 mmol/L y
tensoactivo 1 %, pH 8; Estrategia B: Na2HPO4
100 mmol/L, tensoactivo 2 %, pH 11,2). Los
viales se incubaron 1 h con agitacién lenta a
4°C, posteriormente se centrifugaron a las
condiciones antes mencionadas, se tomaron
muestras, el sobrenadante se desechd y el
precipitado se resuspendi6 en tampén de
lavado 2 (Estrategia A: urea 2 mol/L, NaCl 200
mmol/L, tris 20 mmol/L, pH 8; Estrategia B: tris
20 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, pH 8), para
eliminar el exceso de detergente y a
continuacion se centrifug6. Para lograr la
solubilizacién de los Cl se homogenizé el
precipitado en urea 8 mol/L, tris 20 mmol/L,
NaCl 250 mmol/L, Tween 20 1 %, pH 8,
incubando durante 16 h con agitacion lenta a
4°C. Luego de la centrifugacion la proteina de
interés se encuentra en el sobrenadante. Las
muestras tomadas en cada una de las corridas
experimentales  fueron  analizadas  por
Microcoomassie y Electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las variables analizadas fueron pureza del
precipitado de lavado y sobrenadante de
solubilizacién. Se emple6 el software ImageJ y
el recobrado de lavado que se determin6 a
partir de la ecuacion 1.

m(PL)
m(PR)

Recobrado (%) =

Donde:

m(PL): masa en miligramos de proteina de
interés en el precipitado de lavado

m(PR): masa en miligramos de proteina de
interés en el precipitado de ruptura celular

La masa de proteina de interés se determin6 a
partir de la ecuacion 2.

%100 1)
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masa (mg) =c (%) * Pureza(%) (2)

Resultados

Los ClI son agregados altamente
especificos y estan compuestos
fundamentalmente por la  proteina
recombinante de interés, por lo que su
aislamiento y purificacion, previo a la
solubilizacion, contribuye significativamente
al incremento del grado de pureza de la
proteina (Palmer y Wingfield, 2024). Los ClI
recuperados de lisados celulares estan
altamente contaminados con componentes
de la pared celular y la membrana externa
de E. coli; estos se eliminan en gran
medida por extraccion selectiva con
detergentes y bajas concentraciones de
urea (Falero-Morejon et al., 2015). También
hay reportes de que los Cl pueden
solubilizarse con métodos mas suaves
como el uso de pH alcalinos (Brito-Molina
et al.,, 2015). La concentracién de urea y
detergente en el tampon de lavado puede
variar. Se reporta que la concentracion de
urea suele estar entre 1 y 4 mollL y la
concentracién habitual de detergente esta
entre el 0,5 % y el 5 % (Falero-Morej6n et
al., 2015).

En la estrategia de lavado A se empled una
concentracién de urea de 2 mol/lL y de
detergente de 1 %, mientras que en la
estrategia B se opté por una concentracion
de detergente de 2 % y el empleo de pH
basico para favorecer la solubilizacién de
proteinas contaminantes.

En la figura 1 se muestra una electroforesis
correspondiente a los pasos de lavado y
solubilizacién de una de las réplicas del
disefio experimental.
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Figura 1. Electroforesis SDS-Page en poliacrilamida al 15 % en condiciones reductoras de una de las réplicas del disefio
experimental. () Lavado segln estrategia A. (ll) Solubilizacion de los ClI a partir de la estrategia A. (Ill) Lavado con
estrategia B. (IV) Solubilizacién de los Cl a partir de la estrategia B. En la figura: 1- patron de masa molar, 2- precipitado de
lavado 1 Triton X-100, 3- sobrenadante de lavado 1 Tritdn X-100, 4- precipitado de lavado 1 Ecosurf EH-9™, 5-
sobrenadante de lavado 1 Ecosurf EH-9™, 6- precipitado de lavado 1 Tergitol 15-S-9™, 7- sobrenadante de lavado 1
Tergitol 15-S-9 ™, 8- precipitado de lavado 1 Ecosurf SA-9 ™, 9- sobrenadante de lavado 1 Ecosurf SA-9 ™, 10- Control
positivo de la proteina de interés, 11- precipitado de solubilizacion a partir del lavado con Triton X-100, 12- sobrenadante de
solubilizacion a partir del lavado con Triton X-100, 13- precipitado de solubilizacién a partir del lavado con Ecosurf EH-9 ™,
14- sobrenadante de solubilizacién a partir del lavado con Ecosurf EH-9 ™, 15- precipitado de solubilizacién a partir del
lavado con Tergitol 15-S-9™, 16- sobrenadante de solubilizacién a partir del lavado con Tergitol 15-S-9™, 17- precipitado
de solubilizacién a partir del lavado con Ecosurf SA-9™, 18- sobrenadante de solubilizacion a partir del lavado con Ecosurf

3 4 5 6
= (1)

SA-9™,

La proteina se encuentra insoluble formando
Cl, por lo que el objetivo es que se encuentre
en el precipitado de lavado hasta el paso de
solubilizacién o extraccion de los mismos. En
los carriles 3, 7 y 9 (Fig. 1A), que constituyen
las fracciones solubles de los lavados con los
detergentes Triton X-100, Tergitol 15-S-9™ y
Ecosurf SA-9™ con la estrategia A
respectivamente, se observa una banda que
migra a la misma altura que la proteina de
interés evidencidndose una pérdida de la
misma en las fracciones solubles, no
mostrandose este comportamiento al realizar
el lavado empleando Ecosurf EH-9™. Sin
embargo, al emplear la estrategia B de
purificacion de los Cl (Fig. 1B) se observa la
presencia de una banda a la misma altura que
la proteina de interés en todas las fracciones
solubles, comportamiento presente en todas
las réplicas.

A partir del disefio de experimentos se obtiene
para las variables de respuesta analizadas el
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diagrama de interacciones entre la
estrategia de purificacibn de los Cl y
tensoactivo empleado.

Como se muestra en la figura 2A la media
de los mayores valores de pureza del
precipitado de lavado se obtienen al
emplear Ecosurf EH-9 ™ en la estrategia
uno y Tritén X-100 en la estrategia dos, con
una pureza media de 36,6 % y 37,6 %
respectivamente. Por otra parte los valores
de recobrado de la proteina de interés en el
precipitado de lavado y pureza en el
sobrenadante de solubilizacion con ambas
estrategias describen una curva similar
(Fig. 2B y 2C), obteniéndose el mayor
recobrado del precipitado de lavado al
emplear Ecosurf EH-9 ™ en la estrategia A
(75,7 %) y una media de la pureza de la
solubilizaciéon de los Cl aproximada de 56
% al emplear Triton X-100 y Ecosurf EH-9
™ indistintamente con la estrategia dos.
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Figura 2. Gréficos de interacciones para las variables de respuesta analizadas. En la figura (A) Pureza del precipitado del
lavado 1, (B) Recobrado del precipitado del lavado 1, (C) Pureza del sobrenadante de solubilizacion. 1- Triton X-100, 2-

Ecosurf EH-9™, 3- Tergitol 15-S-9™, 4- Ecosurf SA-9 ™,

Por otra parte al realizar una comparacién de
las medias obtenidas con el empleo de cada
tensoactivo para las variables de respuestas
analizadas (Fig. 3), se observan mayores
porcentajes de pureza del precipitado de
lavado con el empleo de Tritén X-100 con una
media de 36,3 + 0,68 %, mientras que el mayor
recobrado se obtiene con el empleo de Ecosurf

I

]
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A
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EH-9 ™ con un valor medio de 75,17 + 2,26
%. Al analizar las medias para la variables
respuesta pureza del sobrenadante de
solubilizacién se obtienen valores similares
pues no existe diferencia estadisticamente
significativa (p=0,4876) con el empleo
indistinto de los aditivos.
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Figura 3. Graficos de medias de los tensoactivos respecto a las variables de respuestas analizadas. En la figura (A) Pureza
del precipitado de lavado 1, (B) Recobrado de la proteina de interés en el lavado 1, (C) Pureza del sobrenadante de

solubilizacioén.
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Los mayores valores de pureza y recobrados
obtenidos en la purificacion de los Cl se
obtuvieron con la estrategia A. Por otra parte,
el estudio de los diferentes detergentes mostro
que el empleo de Triton X-100 favorece la
eliminacion de proteinas contaminantes al
alcanzarse una pureza 1,1 veces mayor que la
alcanzada con Ecosurf EH-9™. Sin embargo,
el mayor recobrado se obtuvo al emplear este
Gltimo siendo 1,12 veces mayor que con Triton
X-100. Mientras, no existi6 una diferencia
estadisticamente significativa en la etapa de
solubilizacién a partir de los lavados con los
diferentes tensoactivos. Por lo cual se puede
inferir que es posible sustituir Ecosurf EH-9™
por Triton X-100 en el lavado de los Cl en el
proceso de purificacion en cuestion. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por
Kiesewetter al lograr resultados similares con
el empleo de Ecosurf EH-9™ y Tritén X-100 en
la eliminacion de lipopolisacaridos (Kiesewetter
et al., 2023).

Conclusiones

El estudio de detergentes homolégos al Triton
X-100 permiti6 obtener como sustituto al
Ecosurf EH-9™ en la purificacion de los Cl de
una proteina modelo basada en la capside del
nacleo del virus del dengue, que ademas de
ser un detergente biodegradable que cumple
con las normas del REACH, permite obtener
un recobrado 1,12 veces superior, sin afectar
la pureza de la proteina solubilizada.
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Eutrophicated lagoon water: an alternative growing medium for
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Resumen

Las microalgas almacenan metabolitos de interés como las proteinas, pigmentos, carbohidratos y
lipidos, para lograr su explotacion industrial es necesario reducir los costos de produccion de
biomasa. El costo de los medios de cultivo artificiales y su esterilizacion es una gran desventaja.
Debido a que las aguas eutrofizadas de cuerpos de agua naturales no han sido empleadas en el
cultivo de microalgas. Esta investigacion tiene el objetivo de evaluar tres métodos de desinfeccion
de agua de laguna eutrofizada como alternativa de bajo costo para cultivar microalgas. El método de
tratamiento térmico en autoclave a 120 °C, 15 psi durante 5 min demostro ser eficaz en la eliminacion
de microorganismos, lo cual se comprob6 mediante sembrado en estrias en placas de agar Czapek
y Dextrosa Sabouraud. Por lo tanto, el agua de laguna eutrofizada tratada con el método propuesto
puede sustituir a los medios de cultivo artificiales que se esterilizan antes de la inoculacion.

Palabras Claves: medio de cultivo, microalgas, agua eutrofizada, biorremediacion

Abstract

Microalgae store metabolites of interest such as proteins, pigments, carbohydrates and lipids. In order
to achieve their industrial explotation, it is necessary to reduce biomass production costs. The cost of
artificial culture media and their sterilization is a major disadvantage. Because the eutrophicated
waters of natural water bodies have not been used for microalgae cultivation. This research aims to
evaluate three methods of disinfection of eutrophicated lagoon water as a low-cost alternative to
cultivate microalgae. The autoclave heat treatment method at 120 °C, 15 psi for 5 min proved to be
effective in eliminating microorganisms, which was verified by culture media on Czapek and Dextrose
Sabouraud agar plates. Therefore, eutrophicated lagoon water treated with the proposed method can
replace artificial culture media that are sterilized prior to inoculation.

Key Words: culture medium, microalgae, eutrophicated water, bioremediation
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Introduccion

Las microalgas son  microorganismos
fotosintéticos que se desarrollan a partir de
materia organica, y requieren algunos
elementos inorganicos: el carbono, hidrégeno
y oxigeno pueden provenir del agua y del aire,
los demas elementos del medio de cultivo
(Enamala et al.,, 2018). Los elementos
inorgénicos como el nitrégeno, fosforo, hierro,
potasio y silicio deben ser proporcionados por
el medio de cultivo (Alam, Mobin and
Chowdhury, 2015). Entre los metabolitos
sintetizados por las microalgas se encuentran
los aminoacidos, acidos grasos, carotenoides,
y sacaridos (Marinho et al., 2022). Utiles en la
industria  alimenticia 'y produccion de
biocombustibles, sin embargo, el 75% del
costo de produccién de la biomasa microalgal
se atribuye al medio de cultivo (Medina
Villadiego, Mauricio; Ospino Roa, Yesid,;
Tejeda Benitez, 2015), motivo por el cual es
necesario la investigacion de medios de
cultivo alternativos de bajo costo.

Los factores que influencian el crecimiento
microalgal son la disponibilidad de nutrientes,
relacion C:N, penetracion de luz, fuente de
carbono, pH, salinidad y temperatura (Shah et
al., 2016). Enlas Tablas 1y 2 se resumen los
medios de cultivo artificiales que se han
utilizado para el crecimiento de microalgas
bajo metabolismos fototr6fico y mixotréfico
respectivamente.

En las Tablas 1y 2, se observa la preferencia
por los medios de cultivo BG-11, BBM y su
modificacion en la concentracién de nitrato
BBM-3N, entre otros medios de cultivo
artificiales como el TAP, Bristol, enfocados en
el crecimiento celular, productividad de
biomasa y lipidos. En la Tabla 2 se observa la
suplementacion de los medios de cultivo
artificiales con residuos organicos de la
industria alimenticia, compuestos
nitrogenados y urea, como nutrientes
alternativos.

Tabla 1. Medios de cultivo sintéticos empleados en el cultivo de microalgas bajo metabolismo fototréfico

Medio de . Condiciones de .
cultivo Microalga cultivo Productos Referencia
150 umol/m?/s, : ) )
BG-11 Chlorella vulgaris 16:8 L:O, C5Ioro;|IaLa (Ch',a’ II_~0mggrld?1 and
20+ 2°C Hg/m eldo, )
400 - 1200
BG-11 Scenedesmus sp. pmol/m?/s 29% lipidos (Guldhe et al., 2014)
16:8 L:O
279.1+49.0
28 +5 °C, ug/ml proteinas
BG-11 Scenedesmus sp. 12:12 L:O, 173.3 + 13.8 pg/mL (Anand et al., 2020)
3000 lux carbohidratos
116.2 + 7.2 pg/mL lipidos
42 umol/m?s,
BG-11 Sce_nedesmus 16:8 L:O, 26 + 1.3 mg/L/d lipidos (Sharma and Chauhan,
dimorphus 25+ 2 °C 2016)
BG-11 Scenedesmus 14:10 L:O, 3.12 g/L biomasa (Zhang, Wu and
dimorphus 1500 lux 1.04 g/L lipidos Zhong, 2021)
BG11 Scenedesmus 4?!.51?; II/_mOZ/S' 23-25;0?{1(;?5;'19/'_/(1 (Ogbonna et al., 2024)
dimorphus '25 °C: ' 5.48 + 0.02 mg/L/d lipidos, 9 "
17 £ 0.1 % lipidos
42 umol/m?/s 16:8
Scenedesmus . - (Sharma and Chauhan,
BG-11 quadricauda 25L+.02’°C 14 + 0.7 mg/L/d lipidos 2016)
132 - 148 27.4 x 106 cel/mL,
BG-11 Scenedesmus sp. umol/m?/s, 49.11 pg/mL clorofila a, (Durvasula et al., 2015)
24+1°C 24.93 ug/mL caroteno
132 - 148 0.96 x 108 cel/mL,
TAP Scenedesmus sp. umol/m?/s, 2.61 pg/mL clorofila a, (Durvasula et al., 2015)
24+1°C 1.30 yg/mL caroteno
Scenedesmus 120 ymol/m?%s 16:8 | 96.44 mg/L/d biomasa, 29.62
BEM dimorphus L:O % proteina (Manzoor et al., 2019)
150 pmol/m?/s 16:8 2.74 x 106 cel/ mL . .
LC Oligo Chlorella vulgaris L:O, Clorofila a (Ch',a’ II_~0mt2Jgr1cg and
20£2°C 1 pg/mL eldo, 2013)
Konve Chiorella vulgaris 2000 lux, 0.298 g biomasa (Xaaldi Kalhor et al.,
y 9 12:12 L:0, 31% lipidos 2016)
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25°C
Borowitzka Dunaliella salina 47 umol/m?/s, 26-35 6.90 x 10° cel/mL (Mayorga and Manso,
°C, 12 dias 1.19 g/mL biomasa 2017)
80 pmol/im? 12:12
CHU Scenedesmus sp. L:O, 34.6 mg/ L/d biomasa (De Souza et al., 2021)
25+x2°C

Tabla 2. Medios de cultivo artificiales suplementados empleados en el cultivo de microalgas bajo metabolismo mixotréfico.

Medio de cultivo

Condiciones de

aire 0.45 L/min

Microalga - Productos Referencia
cultivo
BG-11 + Hidrolizado Scenedesmus P
de orujo de manzana dimorphus 12:12 L:O0 14O§an?55/;/d'a (Laraib et al., 2021)
2% P/V + CO,
Scenedesmus .
- . . 96.55 mg/L/dia .
BG-11 + CO, dimorphus 12:12 L:O biomasa (Laraib et al., 2021)
BG-11 + Urea Scenedesmus 2500 — 3000 lux, 1.523 mg/L/dia (Chandra, Goswami and Biotech,
dimorphus 16:8 L:O, 25 °C 34 % lipidos 2011)
1.266 . .
Scenedesmus 2500 — 3000 lux, P (Chandra, Goswami and Biotech,
BG-11 + Urea quadricauda 16:8 L:0, 25 °C mg/l/dia 2011)
31 % lipidos
5.83 g/L
BG-11 + NaNO; Tetradesmus 300 pmol/m?s, :
(OmM) bernardii COs (1 %) biomasa (Gao et al., 2019)
BG-11 + NaNO; > 10.82 g/L
(18 mM) Telt)rear(;l]zf(rjri\ius Soggm(olllg/n )/ S biomasa (Gao et al., 2019)
+ glucosa (30 g/L) 2270 54.74 % lipidos
83.88 + 0.05
/L/d biomasa
40 ymol/m¥s mg '
BG11 + glucosa Scenedesmus . A~ 17.11 £ 0.04
(0.2 %) dimorphus 12'2152(}60' mg/L/d lipidos, (Ogbonna et al., 2024)
20.40 £ 0.04 %
lipidos
BBM + H|dr0||zaqo de Scenedesmus 119.25 mg/L/dia
bagazo de cafia dimorphus biomasa,
5 g/L + aire 11 L//min P 120 pmolim?/s 34.09% proteina
BBM + Hidrolizado de 16:8 L:O 105.92 mg/L/dia (Manzoor et al., 2019)
bagazo de cafia Scenedesmus -
10 g/L + aire 11 dimorphus 34 éazlgmafoatéma
L//min o p
CO, 5%
Scenedesmus 0.1 L/min, 12:12 .
3N-BBM + CO, dimorphus L0, - (Avula, Belovich and Xu, 2017)
12 dias
BBM + CO, s
(fermentacion Scenedesmus sp. 12:12 L:O, 73.20x10 . I
s cel. /mL (Hernandez-Rojo, Jiménez-Islas
alcohdlica) 2500 lux, ;
_ H75 28.6 X10° and Venegas-Sanchez, 2017)
BBM + aire Scenedesmus sp. PR 7 .
cel. /mL
(fzﬁraﬂe;tgggn Chlorella 1919 L0 90.0x10° (Hernandez-Rojo, Jiménez-Islas
" protothecoides . N cel. /mL and Venegas-Sanchez, 2017)
alcohdlica) 2500 lux, and o |
: Chiorella pH 7.5 25.83x10° (Heg‘f‘/” ez Rolo, Jimenez islas
BBM + aire protothecoides cel. /mL and Venegas-sanchez, )
8.59 UE/m?/s, "
Bristol Chlorella vulgaris 22+23°C, 4122(:; }?LXlO (Silveira-Font et al., 2018)

Conway + agua de

350 umol/m?/s,

Chlorella sp. 12:12 L:O, 6.43x106 cell/mL (Paes et al., 2016)
mar
21+1°C
. 350 umol/m?/s,
Conway +aguade | Nannochloropsis 12:12 L0, 6.96x107 cell/imL (Paes et al., 2016)
mar oculata 21 +1°C

El uso de aguas residuales que contienen
nitrégeno y fosforo, dos de los nutrientes
esenciales para el crecimiento microalgal en

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.1

el cultivo de microalgas tiene la ventaja de la

purificacion del

agua, reduciendo asi la

contaminacién ambiental (Zhou et al., 2017).
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También se ha reportado que reducen el
contenido de nitratos, fosfatos y amonio de las
aguas residuales, ademas de descomponer
moléculas de hidrocarburos, antibiéticos y
compuestos clorados (Mondal et al., 2019),
incluso han sido utilizadas para la remediacién
de aguas residuales de la industria textil
(Fazal et al., 2018). Sin embargo, no se ha
explorado el uso de aguas naturales
eutrofizadas como medios de cultivo en la
produccion de biomasa.

Los medios de cultivo artificiales son
elaborados en laboratorio y se esterilizan
previamente a la inoculacion, lo que conlleva
un gran consumo energeético en la produccion
de biomasa. Esta investigacion tiene el
proposito de determinar el método 6ptimo de
desinfeccién de agua de laguna eutrofizada
para poder ser utilizada como medio de cultivo
de microalgas.

Materiales y Métodos

Muestras de agua

La laguna EI Conejo se ubica en las
coordenadas, latitud: 22.41881 y longitud: -
97.87649, en el municipio de Altamira,
Tamaulipas, México, ha sido clasificada como
contaminada (Secretaria de Gobierno, 2016).
Presenta las especies acuaticas Eichhornia
crassipes y Pistia stratiotes, conocidas como
lirio y lechuga de agua respectivamente,
ambas plantas acuaticas son indicadores de
un alto contenido de nitratos (Amado Alvarez,
Jesus Pilar; Pérez Cutillas, edro; Ramirez
Valle, Orlando; Alarcon Cabafiero, 2016). El
agua se recolecto en recipientes de
polipropileno de 19 L y se mantuvo a
temperatura ambiente.

Métodos de desinfeccion

Se evallan tres diferentes tratamientos.
Método 1: tratamiento térmico en autoclave a
5 psi y 107 °C durante 5 min seguido de
enfriamiento a temperatura ambiente. Método
2: desinfeccion por exposicion a luz
ultravioleta de 9 W durante 20 min. Método 3:
tratamiento térmico en autoclave a 15 psi y
120 °C durante 5 min. Cada tratamiento se
realizo por triplicado.
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Prueba de desinfeccién

Debido a que en ambientes acuéticos
naturales existe la presencia de bacterias y/o
hongos sapréfitos, que se encargan de la
degradacion de material organico (Laezza,
Salbitani and Carfagna, 2022). Se verifico la
ausencia de bacterias y/o hongos sapréfitos
contenidas en el agua de laguna mediante
sembrado en estrias en placas Petri con Agar
Czapek y Agar Dextrosa Saburaud (BD
Bioxon) en incubadora FE-145 marca Felisa
durante 5 dias. Uno de los principales
problemas en los cultivos de microalgas es la
contaminacion biolégica (Di Caprio, 2020). La
cual puede ser ocasionada por hongos y
bacterias, provocando competencia por los
nutrientes, disminucion de la productividad de
biomasa, dafos repentinos y la muerte celular
(Wang et al., 2013).

Prueba de crecimiento microalgal
La cepa Tetradesmus dimorphus,
proporcionada por el laboratorio de ficologia
de la Universidad Auténoma Metropolitana de
Iztapalapa, se sembré en agua de laguna
eutrofizada sometida al tratamiento nimero 3,
por duplicado. Se utilizé 20% de inoculo, 80%
de medio de cultivo, fotoperiodo natural
13.5:10.5 luz: oscuridad, condiciones
naturales de radiacidn y temperatura, volumen
de trabajo 375 mL, durante 10 dias. El
crecimiento de biomasa se determiné con una
curva de calibracion que relaciona la
absorbancia a 685 nm con la concentracion en
peso seco (mg/mL), R2=0.9768y
la Ecuacion 1. Las microalgas contienen
clorofila en sus cloroplastos, las clorofilas Ay
B se leen en el rango de 652 a 750 nm
(Fernandez-Linares et al., 2017), la clorofila A
tiene una banda centrada alrededor de 685
nm in vivo (Lehmuskero, Skogen Chauton and
Bostrom, 2018).

y = 3.3239x — 0.0685 Ecuacién (1)
Al finalizar el cultivo, se realiz6 Ila
microfiltracién al vacio y secado de la biomasa
en horno a 60 °C durante 24 h.
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Resultados

En la Figura 1 y 2, se observan unidades
formadoras de colonias (UFC), es decir,
crecimiento de bacterias y/o hongos sapréfitos
contenidas en el agua de laguna, que no se
identificaron en las placas sembradas con
aguas tratadas correspondiente a los métodos
de tratamiento 1 y 2. En consecuencia se
considera que estos métodos no son eficaces
en la eliminacion de bacterias y/o hongos
sapréfitos, por lo tanto, el método 3; el

tratamiento en autoclave a 15 psi, 120 °C,
durante 5 min es el apropiado para la
desinfeccion del agua de laguna eutrofizada,
en la Figura 3 se muestra la ausencia de UFC
en ambas placas Petri. El método 3 es una
mejor alternativa a la esterilizacion de medios
a 121 °C durante 1 h que ha sido utilizado
para tratar agua de mar antes de adicionarla
con medio artificial Conway para cultivar
Chlorella sp y Nannochloropsis oculata (Paes
et al., 2016)

Figura 1. Placas de Agar Dextrosa Sabouraud y Czapek inoculadas con agua de laguna eutrofizada previamente
tratada con el método 1.

Figura 2. Placas de Agar Dextrosa Sabouraud y Czapek inoculadas con agua de laguna eutrofizada previamente tratada
con el método 2.
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Figura 3. Placas de Agar Dextrosa Sabouraud y Czapek inoculadas con agua de laguna eutrofizada previamente tratada
con el método 3.

En las pruebas de crecimiento microalgal, se
comprobd que es posible el crecimiento de
Tetradesmus dimorphus utilizando como
medio de cultivo el agua de la laguna El
Conejo previamente desinfectada con el
método 3. Los experimentos se observan en
la Figura 4. Por otro lado, las concentraciones
obtenidas de biomasa con la Ecuacion 1,

fueron 0.168 y 0.189 mg/mL en los
experimentos 1 y 2 respectivamente. La
Figura 5 muestra la biomasa hiumeda obtenida
por filtracion al vacio en papel filtro de 1.5 pm
de 10 cm de didmetro, marca Ahlstrom
Munsksjo, mientras que en la Figura 6 se
aprecia la biomasa deshidratada.

-
N g

pis :

Figura 5. Biomasa humeda de Tetradesmus dimorphus cultivada en agua de laguna El Conejo desinfectada con el método
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Figura 6. Biomasa deshidratada de Tetradesmus dimorphus cultivada en agua de laguna El Conejo desinfectada con el
método 3

En la Tabla 3 se observan los medios de
cultivo alternativos que han sido utilizados
para el cultivo de microalgas, principalmente
aguas residuales domesticas e industriales. El
uso de aguas residuales minimiza la
necesidad de agua dulce y nutrientes,
reduciendo el costo de produccion, el
crecimiento de microalgas esta relacionado
con la eficiencia de remocién de nutrientes. Se

observa que los tratamientos aplicados a
aguas residuales utilizadas como medios de
cultivo son nulos o sencillos para el cultivo de
microalgas ya que el objetivo principal es
aprovechar los nutrientes presentes en dicha
agua, sin embargo, sin un proceso de
desinfeccién puede haber competencia entre
microorganismos presentes en las aguas
residuales.

Tabla 3. Medios de cultivo no artificiales empleados en el cultivo de microalgas bajo metabolismo mixotréfico.

. . . Condiciones - :
Medio de cultivo Microalga de cultivo Productos Remocion Referencia
2 .

Agua residual de Chlorella 10 W/ITO' 12:12 6.8 a/L biomasa 80-85% P, (Kothari et al.,
lecheria pyrenoidosa 25‘ C ©9 60-80% N 2012)
Agua residual Chlorella vulgaris 12312“'_)(_‘0 69.8 ma/L/d 66 % Nitratos, (Sacristan-de

cruda de PTAR 9 9 4 5 °C -6 Mg 65.2 % DQO Alva et al., 2014)
Agua contaminada 2000 lux, . .
con petréleo crudo | Chlorella vulgaris 12:12 L:O, 03;33353% /bII?Td?: - (Xaglldl 2Koalltg§>r et
(10g/L) 25 °C =0 olip .
Agua contaminada 2000 lux, 0.413 g biomasa .
con petréleo crudo | Chlorella vulgaris 12:12 L:O, 37.16 - (Xa?ldlgoalltg?r et
(20g/L) 25°C % lipidos "
1.167 g/L
biomasa,
2 300 mg/L lipidos, (Fernandez-
Aguaresidualde | 18f2H1”;°'L’T) ’s, 325 mg/L 100% NH4, Linares et al.,
reactor biol6gico 9 ’ o~ proteinas, 100% DQO 2017)
24+1°C
7.49 mg/L
pigmentos
2.250 g/L
biomasa,
Agua residual de 2 258 mg/L lipidos, 99.92% NH4, . )
reactor biolégico + . 180 Hmol/.m IS, 1070 mg/L 49.9% NH3, (Fernandez
Chlorella vulgaris 12:12 L:O, p o Linares et al.,
Bayfolan 24+1°C proteinas, 8.05% PO-3 4 2017)
(1 mL/L) - 61.20 mg/L ,100% DQO
pigmentos
70 umol/m?/s (Ayatollahi,
Agua residual Chlorella vuloaris 28+1°C, 1.080 + 0.026 g/L Esmaeilzadeh
municipal C:N=4 9 aireation, biomasa and Mowla,
200 mL/min 2020)
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Agua residual Scenedesmus 123?12“'_)(,‘0 61.5 ma/L/d 70.8 % Nitratos, (Sacristan-de
cruda de PTAR acutus 25‘ +5 ;C’ ~mg 77.2 % DQO Alva et al., 2014)
. 2 98.3% NH4,
Agua _reS|duaI 60 p_mol/rT] /s, 196 + 5.1 mg/L/d 70.2% NOs-, (Nayak,
domestica + CO, Scenedesmus sp. 14:10 L:O, biomasa 78.9% PO, Karemore and
(2.5 %) 25+2°C 95'.90;0 DQAO’ Sen, 2016)
Scenedesmus 2 .
Agua residual dimorphus y 151()6E8m32/)m ’ Biomasa con 35% 79% N-NH3, (g_udkahettlgg,
municipal Scenedesmus o lipidos 93.7% PT ickova an
minutum 22+2°C ’ Gentili, 2018)
Agua residual con
0 ZCI?&@:,E%O : 4 Scenedesmus 14:10 L:O, 4.51 g/L biomasa ) (Zhang, Wu and
) m%/L HzHP(s)“ dimorphus 1500 lux 1.15 g/L lipidos Zhong, 2021)
-3H,0
Agua residual con Scenedesmus 14:10 L:O, 2.5 g/L biomasa ) (Zhang, Wu and
acido lactico dimorphus 1500 lux 1 g/L lipidos Zhong, 2021)
Agua residual de
ac. lactico + 0.8 Scenedesmus 14:10 L:O, 4.30 g/L biomasa (Zhang, Wu and
g/L NaNO; + 10 : -
mg/L HHPO, dimorphus 1500 lux Zhong, 2021)
-3H,0
Lixiviado de 80 umol/m? 87.4 % PO,3,
vertedero sanitario | Scenedesmus sp. 12:12 L:O, n?zllll_sljd 24 % NO3™, (e S;)(lg]&-l)et b
(80 %) 25+2°C 9 65.4 % NO,~

pigmentos en las células (Uma Devi, Swapna
and Suneetha, 2014).

Entre los pretratamientos de aguas residuales
previo a la inoculacién, se reporta la filtracion
con un filtro Whatman No.1 para eliminar
sélidos grandes seguido de esterilizacion en
autoclave a 121 °C durante 15 min como
medio de cultivo (Nayak, Karemore and Sen,
2016). También la doble filtracién con papel
de celulosa a una velocidad de 1.3 L/cm?/min
sélo para la eliminacion de particulas grandes
(Kudahettige, Pickova and Gentili, 2018), en
otra investigacion donde utilizan aguas
residuales de una granja de cerdo, rica en
estiércol, se realiza la filtracion y dilucién con
agua potable (Xu, Shen and Chen, 2015).
Sacristan et al. (Sacristan-de Alva et al., 2014)
sélo realizaron el cribado y sedimentacion del
agua residual de una planta de tratamiento de
aguas residuales, mientras que Fernandez et
al. (Fernandez-Linares et al., 2017) aclaran
que el agua residual proveniente del reactor
biologico se utilizé sin esterilizar, Paladino et
al (Paladino and Neviani, 2021) utilizaron remociéon de 95.6 + 1.36 % DQO (Pérez Bravo
agua residual del lavado de biodiésel, rica en et al, 2023). Cabe destacar que la
glicerol sin tratamiento previo al cultivo. productividad de biomasa esta influenciada
por las condiciones de cultivo.

En otra investigacion se comprobd Ia
efectividad del agua de laguna ElI Conejo
como medio de cultivo, se obtuvo una
productividad de biomasa de 0.016 = 0.002
g/Ld, remocion de 23.6 + 3.90 % nitratos y 7.2
+ 051 % DQO cuando se cultivd
Tetradesmus dimorphus en un fotobiorreactor
de placa plana con sedimentador de 12 L
durante 15 dias en condiciones naturales de
radiacion y temperatura (Pérez Bravo, Sheila
Genoveva; Castafieda Chavez, Maria del
Refugio; Aguilera Vazquez, 2024). Por otro
lado, también se utilizé como medio de cultivo
cuando se cultivé la misma cepa bajo un
fotoperiodo de 10.5:13.5 L:O, con iluminacion
LED 18W, a 25 °C en un fotobiorreactor de
1.25 L durante 33 dias, donde se obtuvo una
productividad de 0.053 + 0.0015 g/Ld y una

Las microalgas tienen gran potencial en el

tratamiento de aguas con produccion de Conclusiones

biomasa y eliminacién de nutrientes, las tasas El agua de laguna eutrofizada es una
de eliminacién varian mucho entre especies y alternativa a los medios de cultivo artificiales y
los regimenes de luz (Fan et al., 2020). Los convencionales utilizados en el cultivo de
cultivos  mixotréficos presentan  mayor microalgas, pretratarla en autoclave a 120 °C
produccion de biomasa, ademas de un y 15 psi durante 5 min es un método 6ptimo
aumento en el contenido de lipidos y para desinfectarla y prevenir la competencia
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entre microorganismos, este proceso de
desinfeccién requiere menor energia y tiempo
gue la esterilizacion de medios de cultivo
artificiales, ademas de tener un costo nulo.
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