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RESUMEN

RESUMEN

En México se requiere de un agente microbiano para controlar plagas de
importancia econémica, como ia tangosta Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons,
donde el hongo Metarhizium anisopliae var. acridum se muestra como una
alternativa viable. Para ello es preciso investigar las condiciones éptimas de cultivo
del hongo para su produccién en masa. Se estudiaron 16 cultivos monospoéricos
de Metarhizium anisopliae var. acridum, de aislamientos de la coleccién del Centro
Nacional de Referencia de Control Biolégico (CNRCB) en Tecoman, Colima. Para
seleccionar un medio de cultivo econémico, facil de preparar y donde se produzca
el mayor nimero de propagulos flungicos, se probaron 11 medios de cultivo liquido
y 3 sdlidos. Se ensayaron diferentes condiciones de cultivo como temperatura, pH
y agitacion orbital. Una vez seleccionado el medio y las condiciones 6ptimas de
cultivo, se observé la produccion de propagulos fungicos cada 24 h, por un periodo
de 120 h. Posteriormente, se determinaron los aislamientos que producen el
mayor numero de propagulos y finalmente se comparé el tamano de los
propagulos obtenidos en medio de cultivo liquido con los obtenidos en cuitivo
sdlido. De los ensayos preliminares para obtener las condiciones de cultivo
optimas, se encontré que el pH en un rango de 5.4 a 7, no fue relevante. El medio
y las condiciones de cultivo donde se obtuvo el mayor nimero de propagulos
fungicos fueron: medio infusién de papa (IP), sin agitaciéon y a 37 °C. Por primera
vez se observo el fendbmeno del dimorfismo en este hongo a esta temperatura. El
hongo es capaz de producir blastosporas por endosporas, gemacion y fision
binaria. Ademas produce conidios sumergidos a partir de las 48 h de incubacioén a
37 °C. El aislamiento con mayor produccion de blastosporas resulté ser el
aislamiento EH-502, con 9.3 X 10%/ml a las 96 h de incubacion, que a! compararlo
con los demas aislamientos mostrd diferencia significativa (P < 0.01). E!
aislamiento con mayor produccion de conidios sumergidos fue EH-498, con un
valor de 73 X 10%/ml a las 96 h de incubacion, donde el analisis estadistico mostro
diferencias significativas (P < 0.01). Referente al tamafio de las estructuras
observadas en los medios ensayados, se encontré que las blastosporas miden en
promedio 6.61 X 9.84 um y los conidios sumergidos 2.97 X 5.35 um. En cuanto al
tamano de los propagulos en medios de cultivo liquido y sélido, el andlisis
estadistico reveld que no existen diferencias significativas (P = 0.01). Los
resultados sugieren que el medio y las condiciones éptimas de cultivo para la
obtencion de blastosporas son: medio IP, sin agitacion y a 37°C. Se encontré que
los aislamientos EH-498 y EH-502, son los que producen el mayor numero de
propagulos fungicos, en el medio y las condiciones de cultivo descritas.
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i. INTRODUCCION

En todo el mundo el hombre sostiene una lucha constante contra plagas
agricolas como langostas, chapulines, escarabajos, mosca blanca y mosca pinta
que causan grandes dafios a los cultivos, pudiendo provocar hambrunas y
enormes pérdidas econdmicas entre la poblacion. Esto ha generado el surgimiento
de diferentes métodos de control. Entre ellos, el quimico, fisico, mecanico, cultural
y biolégico (Pereyra, 2001).

La langosta (Orthoptera: Acrididae) es una de las grandes plagas, entre otras,
en terrenos de cultivo, praderas, y aln en zonas aridas del mundo. Por ei gran
dafio que causa es el unico insecto mencionado en la biblia y en historias orales
de! Sahel (Lomer et al., 1999).

Entre los insectos que arrasan los cuitivos destaca en México, la langosta que
liega a atacar desde 20,000 hasta 1,000,000 de ha de diferentes cultivos
(Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
-SAGARPA-, 2001).

En los métodos de control para ésta sobresalen el quimico y el biolégico. El
primero comenzé siendo muy eficiente aunque con el paso del tiempo y la
aplicacion indiscriminada trajo consigo una fuerte presion sobre el ambiente e
insectos provocando el desarrollo de resistencia en estos Uultimos. La gran
cantidad de quimicos usada es controversial debido al costo y consecuencias
ambientales (Scanlan et al., 2001). Estos productos utilizados para el control de
plagas agricolas especificas, afectan inevitablemente especies que no son plaga y
a las cuales no estan dirigidas las operaciones de control (Barrientos et al., 1992);
son altamente dafinos para el ambiente, para el hombre y otros animales. Cada
ano cerca de un milién de personas padecen por residuos de plaguicidas quimicos
y se les atribuyen numerosas muertes, lo que incrementa la problematica acerca
de su seguridad (Deshpande, 1999). Trujillo (1975) sefiala que los quimicos mas
usados contra la langosta son: Dieldrin, Dieldrex, Malatién y Diazindn, sin
embargo, la mayoria han sido prohibidos en diversos paises y en México. Ahora,

deben usarse exclusivamente los plaguicidas quimicos autorizados por la
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Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas,
Fertilizantes y Sustancias Téxicas (CICOPLAFEST) (DIARIO OFICIAL, 1998).
Actualmente, en nuestro pais se combaten en promedio 20,000 ha con 500
toneladas de paration metilico, considerado dafiino por la OMS (Anénimo, 1995).
En su aplicacién se invierten $300,000 con el riesgo de que la plaga arrase 50
veces la superficie en que se combate si descienden las actividades de vigilancia y
control (SAGARPA, 2001).

Por lo anterior, se han buscado otras alternativas viables, poniendo especial
énfasis en el control bioldgico, que emplea organismos que se introducen en la
poblacion del insecto plaga, se mantienen y dispersan por si mismos,
controlandola de manera natural (Hernandez-Velazquez, 2001). Una alternativa al
problema se encuentra en los agentes microbianos que son ambientalmente
seguros (Deshpande, 1999).

En México, el control lega!l para la plaga de la langosta se implementd con la
Norma Oficial Mexicana NOM-049-FITO-1995 de la SAGARPA en donde se
establece la campafia contra ésta, aplicable en todo el territorio nacional (Ramirez
et al., 2001).

La langosta es un insecto perteneciente al orden Orthoptera, con 12,500
especies registradas en 1080 géneros. Entre estas, se encuentra Schistocerca
piceifrons ssp. piceifrons, que representa un grave problema en México por ser
polifaga, ya que puede atacar hasta 400 especies de vegetales, entre ellas, maiz,
soya, cacahuate, cafia de azuicar, frijol, sorgo, arroz, platano, chile, tomate, coco,
citricos y pastizales. El 69 % del dafio a los cuitivos lo producen las mangas,
constituidas por insectos en gran densidad en una superficie que puede variar de
menos de 1 m? a varios km? con una movildad elevada y generalmente
coordinada, que pueden llegar a rebasar los mil miliones de individuos (SAGAR,
2000). El 23 % del dano lo ocasionan las mangas maduras y el 8 % las ninfas
(Overseas Development Natural Resources Institute, 1988).

Se reconocen cinco zonas gregarigenas en México (Fig. 1), que cubren una
superficie de 20,000 ha, y las zonas de invasion liegan a abarcar hasta 5 millones

de ha de cultivos agricolas y pastizales. Los cultivos mas afectados son maiz,
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frijol, henequén, hortalizas, pastizales y vegetacion en general, con pérdidas que
van desde el 20 hasta el 100 % del cultivo (SAGAR, 2000).

Las zonas gregarigenas en el pais son las siguientes:

1.- Yucatan. Se encuentran dos areas, una en la zona henequenera entre
Yucatan y Campeche, y la mas importante porque de ella provienen las mangas
que causan los mayores dafios a los cultivos agricolas, en los municipios de
Dzilam Gonzalez, Buctzotz, Panaba y Cenotillo. En menor importancia de dafio
estan San Felipe, Tizimin y rio Lagartos.

2.- Veracruz. Es la segunda en importancia, en municipios de Medellin, Boca
del rio, Alvarado, Tlalixcoyan y Tierra Blanca.

: 3.-Chahuites-Tepanatepec. Entre los limites de Oaxaca y Chiapas, en los
| poblados de Salina Cruz, Acuites y Tepanatepec.

: .. 4.- San Luis-Tamaulipas. En los Valles de la Sierra Nahola; que han provocado
g }finﬂ/asiones en la Huasteca Potosina y Tamaulipeca.

' 5.- Tabasco. En los municipios de Tenosique, Balancan, Emiliano Zapata en
Tabasco y La Libertad en Chiapas. Zona que estuvo inactiva pero actualmente

tiene fuerte actividad.

- Zonas gregarigenas
1 Dpistribucién de la langosta

Fig. 1. Zonas gregarigenas de langosta Schistocerca piceifrons
ssp. piceifrons en México (SAGAR, 2000).
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~La langosta en Meéxico, presenta dos generaciones anuales en Yucatan y una
' élr éﬁo en otras regiones del pais; con tres estadios de desarrolio: huevo, ninfa y
adulto (Fig. 2).
Huevo. Con forma de grano de arroz, longitud de 5-8 mm y diametro de 1.5 a
2 mm, color amarillo a pardo. Cada hembra oviposita entre 80-150 ootecas
cilindricas, con 90 huevecillos cada una. El periodo de incubacién en laboratorio
es de 28 dias y en el campo de 15 a 21 (Astacio, 1995 a).
Ninfa (juveniles o saltones). Se desplazan mediante saltos, los 6rganos sexuales

aun no estan desarrollados. De color verde-amarillo o rosado con manchas negras
acentuadas. Tiene 6 mudas, en machos cada una de 10 dias y en hembras 9
(Astacio, 1995 b). La primera muda es mas susceptible a los insecticidas y la sexta
mas resistente.

Adulto. Presenta una franja blanca desde el pronoto hasta el ala. Franja subocular
triangular y de color café que cubre parte de la gena. Tubérculo proesternal
verticalmente pubescente. El ala con manchas rectangulares negras. Franja
rosada que recorre la parte lateral del pronoto. De color amarillo en la madurez
sexual. El macho mide 41-51 mm y la hembra 51-62 mm de largo. La oviposicion
es diurna con duracion de 15 a 110 minutos (SAGAR, 2000). El ciclo biolégico de
este insecto, de acuerdo a los meses y estaciones del afio, se muestra en la

fig. 3, donde se pueden observar los ciclos de copula, oviposicion y saltones.

WA
Fig. 2. Ciclo de vida de la langosta Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons
1. Eclosion, 2. Muda, 3. Adulto, 4. Imago, 5. Oviposicion.
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Fig. 3. Ciclo biolégico de Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons de acuerdo
a los meses y estaciones del afio. Tomado de: Organismo [nternacional
Regional de Sanidad Agropecuaria (O!RSA).

Entre los enemigos naturales de Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons se
encuentran: depredadores como Crofophaga sulcinostris y Bufeo platyperas,
parasitos como Sarcophaga caridei, Eutrobimdium sp. y Nosema locustae, que
reducen la fecundidad, la oviposiciéon y viabilidad de huevecillos (Harvey, 1983);
bacterias como Proteus vulgaris y Streptococus sp. (Trujillo, 1975); y hongos
entomopatégenos como Metarhizium anisopliae, seguros para el ambiente,
inocuos para el hombre y que pueden utilizarse en el control biolégico de esta
plaga dentro de un manejo integrado de plagas (MIP) (SAGAR, 2000).

Las medidas de control usadas tradicionalmente, como desvio de mangas,
destruccion de ootecas, inundacion de areas de oviposicion y siembra de plantas
repulsivas no han sido suficientes para regular esta plaga.

Se estima que los costos de camparia contra langosta y saltamontes en México
son en promedio de US$ 500,000 por afio. Estos podrian reducirse en 30-40 % si
se enfatizan las técnicas de monitoreo, se introduce el uso de biomodelos para

predecir brotes o infestaciones, y se utilizan agentes microbianos como estrategia
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de manejo permanente. La introduccion de nuevas tecnologias generaria una
estrategia de manejo integrado sostenible, mucho menos costosa que la
alternativa del control quimico (Barrientos & Milner, 2001).

Dentro de los organismos utilizados en el control biolégico de plagas agricolas,
resalta el grupo de hongos entomopatogenos que es heterogéneo y comprende
mas de 85 géneros. Solo un bajo porcentaje se considera por su potencial como
agente de control microbiano (Hajek & St. Leger, 1994). Virtuaimente todos los
érdenes de insectos son susceptibles a enfermedades fungicas (Hajek & St.
Leger, 1994). Los hongos pueden ser aplicados en forma de conidios o micelio
(Pereyra, 2001). Infectan a! estabiecer contacto con el insecto plaga sin la
necesidad de ser ingeridos (Deshpande, 1999).

Los entomopatogenos mas utilizados como agentes biocontroladores de plagas
agricolas en todo el mundo son: Beauveria bassiana (Bals) Vuill, Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin, M. flavoviide Gams & Rosypal, Paecilomyces
fumosoroseus (Wize) Brown & Smith y Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas
(Bateman, 1997; Milner, 1997).

Metarhizium flavoviride esta constituido por dos variedades var. flavoviride
Gams & Rozsypal y var. minus Rombach (Tulloch, 1976; Rombach et al., 1986;
Rombach et al., 1987; Samson et al.,, 1988; Hawksworth et al., 1995). En la
actualidad con técnicas de biologia molecular como RAPD-PCR, secuencia de ias
regiones ITS, 28S, D3 del DNA ribosomal, y caracteristicas fenotipicas como
termotolerancia y tamano de los conidios, el mismo género se ha clasificado en
diez grupos (clados). Metarhizium flavoviride se ha reubicado en el clado siete,
como Metarhizium anisopliae var. acridum (Driver et al., 2000). En la tabla 1 se
muestran las especies reconocidas tradicionalmente en micologia, y los clados

actuales correspondientes por micologia molecular.
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Tabla 1. Clasificacion del género Metarhizium basada en caracteres morfolégicos
y en taxonomia molecular

Taxones reconocidos Taxones reconocidos molecularmente**
morfologicamente* Diez grupos (clados)
M. album (Petch) (1) M. album
: (2) M. flavoviride Tipo E
M. anisopliae (Metsch.) Sorokin (3) M. flavoviride var. novazealandicum
var. anisopliae (Metsch) Sorokin (4) M. flavoviride var. pemphigum
var. majus (Tulloch) (5) M. flavoviride var. minus
(6) M. flavoviride var. flavoviride
M. flavoviride (Gams & Roszypal) (7) M. anisopliae var. acridum
var. minus (Rombach) (8) M. anisopliae var. lepidiotum
var. flavoviride (Gams & Rozsypal) (8) M. anisopliae var. anisopliae

(10) M. anisopliae var. majus
* Samson et al. (1988), Hawksworth et al. (1985), Tulloch (1976), Rombach et al.
(1986), Rombach et al. (1987).
** Driver et al. (2000).

El entomopatogeno M. anisopliae var. acridum (M. anisopliae var. acridum)
(antes M. flavoviride) es una buena alternativa para el contro! microbiano de
langosta dentro de un manejo integrado de plagas. Se ha observado que este
hongo aun en condiciones de alta temperatura y baja humedad relativa produce
infeccion en los acrididos (Goettel et al., 1995, Douglas et al., 1999); penetra
directamente a través de la cuticula del insecto, y no es necesario que
permanezca en el ambiente (Hernandez-Velazquez, 2001). Es inocuo para el
humano y otros vertebrados, tiene gran adaptacion al ecosistema sin producir
efectos negativos (Moore & Prior, 1993; Goettel et al., 1995), ofrece facil manejo
para su produccion (Jenkins & Prior, 1993), y posee virulencia especifica contra
insectos taxonomicamente relacionados (Prior et al.,, 1992). Esta adaptado a
zonas tropicales y subtropicales; bajo condiciones adversas produce conidios
dentro de la cavidad del hospedero (Goettel et al., 1995).

Metarhizium anisopliae var. acridum es un hongo mitospérico (no se le conoce
forma sexual), con conidios elipsoidales de 7-9 X 4.5-5.5 uym; dispuestos en
columnas, formados por cadenas de conidios enteroblasticos en sucesion
basipeta (Fig. 4). En medio de cultivo artificial presenta colonias amarilic o verde
olivo (Samson, 1988; Domsch & Gams, 1993).




INTRODUCCION

Fig. 4. Fialide de M. anisopliae var. acridum en forma de candelabro
con conidios enteroblasticos en sucesiéon basipeta.

El mecanismo de infecciéon de los hongos entomopatéogenos se ilustra en la
fig. 5 y consiste en general de: a) adhesion del conidio a la cuticula del insecto; b)
penetracion del hongo por medio de enzimas que degradan la cuticula (St. Leger,
1995), y la formacion del apresorio, que es un hinchamiento aplanado originado
del tubo de germinacion del conidio, que se adhiere a la superficie del hospedero
antes de penetrarlo con la hifa infectiva. Con las clavijas de infeccién la primera
barrera que penetra el hongo es la epicuticula, después las estructuras infectivas
se expanden lateralmente en las capas externas de la procuticula y forman placas
de penetracion que se distribuyen vertical o lateralmente; ¢) diseminacién dentro
del insecto. El micelio se ramifica en el hemocele y forma propagulos fungicos
como: cuerpos hifales, hifas y/o blastosporas; d) salida del hongo al exterior y
esporulacion. El periodo de infeccion descrito es aproximadamente de 6-7 dias
(Charnley & St. Leger, 1991).

<l cConidio Tube germinativo Apresorio

Hitas Epicuticuta
Clavija de penetracién
——Placa de penetracién

i——Procuticula

Cuerpos hifales

Hemolinfa

Fig. 5. Proceso infectivo en hongos entomopatdgenos
(modificado de Charnley & St. Leger, 1991).




INTRODUCCION

‘Entre los investigadores que estudian los hongos entomopatdgenos el término
‘blastospora se aplica comunmente :a cuerpos hifales, producidos en el hemocele
de! insecto, o en cuitivo sumergido, por un proceso de gemacion hifal, excluyendo
la formacién de fialoconidios. En taxonomia fungica este término describe todo tipo
de propagulo generado de un desarrollo blastico, este no excluye las fialosporas
enteroblasticas (Fargues et al., 2001).
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Il. ANTECEDENTES

Desde la Biblia se hace mencién de la langosta como una plaga devastadora
en los cultivos agricolas; este insecto atrae la atencidén del publico por ias grandes
nubes voladoras que liega a formar (Lomer ef al.,, 2001). En América las
referencias mas antiguas sobre ella son las de los Aztecas y Mayas (SAGAR,
2000). Los colonizadores espafioles registraron 16 hambrunas en Yucatan, la
primera en 1535 y en 1835 la ultima (Barrientos et al., 1992).

La langosta es una plaga importante en paises como el Sur de Africa, Nigeria,
China, Australia, Estados Unidos, Argentina, Guatemala, Brasil y México (Harvey,
1983; Lomer et al, 2001). Durante muchos afios (1930-1970), langostas y
saltamontes fueron controlados con productos quimicos, organoclorados, mas
comunmente con dieldrin (Barrientos, 1990). Actualmente se controla con
insecticidas guimicos, que en 1990 causaron gastos de 26,000 billones de dolares,
distribuidos aproximadamente 4.5 en Estados unidos, 4.5 en el Oeste de Europa y
17 en el resto del mundo (Anénimo, 1995), y que causaron un grave deterioro al
ecosistema (Lomer et al., 2001). En respuesta a los problemas ambientales
surgen alternativas como el control biologico por hongos entomopatégenos, en
especial M. anisopliae var. acridum. Para poder llevar a cabo de manera integral
esta alternativa, se establecieron diversos organismos internacionales encargados
del control de esta plaga como: “Center for Overseas Pest Research” en 1945,
“Food and Agriculture Organization” de la Naciones Unidas (FAO) en 1953,
Actualmente estos trabajan estrechamente con el proyecto multidisciplinario e
internacional “Lutte Biologique contre les Locustes et Sauteriaux” (LUBILOSA),
creado en 1992.

El primer intento para usar Metarhizium anisopliae en el control biolégico de
insectos fue en 1880, por Krassilstchikin en Rusia; y en 1922, en Australia,
lNingworth importd M. anisopliae de Hawaii, para controlar larvas de escarabajos
de la cafia de azucar (Miiner, 2002 b).

Inicialmente M. flavoviride fue detectado en homopteros y evaluado en Filipinas -
contra el delfacido del arroz Nilaparvata lugens Stal. Posteriormente el hongo fue
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reportado en Australia y las Islas Galapagos (Goettel et al., 1995). E| género
Metarhizium ha sido aislamiento de langostas como: Schistocerca gregaria Forsko!
(Prior et al., 1992) y S. piceifrons ssp. piceifrons (Walter) (Hernandez-Velazquez
et al., 1997).

Actualmente se producen diversos agentes microbianos alrededor del mundo,
particularmente en Africa (Lomer et al., 1999), Australia (Milner, 2002 a, 2000 b),
Canada (Douglas & Goettel, 2001), China (Feng et al., 1994), y en América Latina
(Aquino et al., 1977, Alves & Pereira, 1989; Antia-Londofio et al., 1992).

En 1992, Gran Bretaia inicid el programa LUBILOSA registrando en el afo
2000 el agente microbiano “Green Muscle” en Sudafrica y Africa Occidental. Este
fue desarrollado multidisciplinariamente entre el CABI (Centre for Agriculture and
Bioscience International), diversas instituciones de Europa y gobiernos de Africa.
El efecto del agente ha sido demostrado bajo condiciones de campo contra la
langosta del desierto Schistocerca gregaria, langosta café Locustana pardalina,
saltamontes senegalés Oedaleus 0 Senegalensis y langosta arbérea Anacridium
sp., entre otras (Barrientos & Milner, 2001). Este agente microbiano se produce
bajo el método bifasico en donde el in6culo se obtiene en un medio liquido, luego
se siembra en arroz estéril, donde se da la conidiacién (Jenkins et al., 2001).

En Brasil (1993) se inici6 un proyecto de investigacion en EMBRAPA
(Corporacién de Investigacion de Agricultura Brasilefia) con e! objetivo especifico
de desarrollar bioplaguicidas para controlar chapulines basados en
entomopatégenos, especialmente hongos. M. anisopliae var. acridum resulto el
candidato mas promisorio como agente controlador (Magalhaes et al., 2002).
Actualmente se trata un area de 108,000 ha con este entomopatéogeno
(Magalhaes & Faria, 2001).

En Australia, la Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization
(CSIRO) desarrollé otro insecticida biolégico Green Guard™
tramite. Es utilizado operacionalmente para el control de la langosta australiana
Chortoicetes terminifera Walker, langosta migratoria Locusta migratoria linnaeus y
saltamonte Phaulacridum vittatum Sjosted (Barrientos & Milner, 2001). BioCane™

, Cuyo registro esta en
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es otro micoplaguicida basado en conidios de M. anisopliae que se usa para
controlar escarabajos de la caia de azicar en Australia (Milner, 2002 a; 2000 b).

En Canada, se ha visto que M. flavoviride tiene numerosos beneficios en el
control de langosta, especialmente si es usado en combinacion con Beauveria
bassiana (Douglas & Goettel, 2001).

Debido a su facil produccion, rango de hospedero, capacidad para disparar
epizootias y otros criterios ecologicos, Metarhizium anisopliae es una de las
especies mas frecuentemente empleadas en la produccién a gran escala (Grimm,
2001).

Diversos productos basados en los conidios de Metarhizium anisopliae han
sido elaborados y son vendidos comercialmente por compariias privadas como:
Koppert, Mycotech, Natural Piant Protection, Agriculture y Ecoscience, Biological
Control Products. Estos ultimos constituyen apenas el 0.1 % del total de
micoinsecticidas en el mercado (Anénimo, 1995). Sin embargo, rara vez estas
comparniias llevan a cabo estudios basicos y costosos de la biologia de estos
microorganismos, para una aplicacion y funcionamiento optimo (Jenkins et al.,
1998).

En 1996, en México el Gobierno Federal, los Gobiernos Estatales y los
productores, por medio de los organismos auxiliares de Sanidad Vegetal,
conjuntaron esfuerzos para realizar actividades de manejo integrado de la
langosta. La atencion fitosanitaria para el control de esta plaga se lleva a cabo
apoyada en la norma oficial mexicana NOM-049-fito-1995, a través de acciones
como exploracion, muestreo, control cultural, control biolégico y quimico y
actividades de capacitacion y divulgacion que van encaminadas a la lucha
oportuna en contra de este insecto (Ramirez et al., 2001). En los ultimos 10 afos
se ha trabajado en la busqueda de entomopatdgenos potencialmente utiles para el
control de langosta. En 1999, bajo esta norma, se trataron los estados de Yucatan,
Tabasco, Campeche, San Luis Potosi, Veracruz, Chiapas y Quintana Roo
(Hernandez-Velazquez & Berlanga, 1998; Barrientos & Milner, 2001).

Entre los requerimientos basicos para la produccion comercial y uso exitoso de

hongos como agentes de control de insectos se encuentran: 1) crecimiento rapido



ANTECEDENTES

del hongo: abundante esporulaciéon y aita virulencia sobre la plaga a controlar del
aislamiento seleccionado; 2) costos de produccion minimos, desarrollando un
medio de cultivo que sea simple en composicién, barato, disponible en cantidades
suficientes, con un proceso de produccién facil y con un minimo de labor,
3) compatibilidad con la tecnologia de aplicacidén, formulacién y largo tiempo de
almacenamiento sin pérdida significativa de viabilidad y virulencia (Feng et al.,
1994).

LLa mayoria de las industrias que producen hongos como agentes microbianos
utilizan dos fases de cultivo (Fig. 6); la liquida, en matraces o fermentadores
donde se obtiene micelio y propagulos fungicos en su maximo crecimiento
exponencial. La sdlida, para la produccién de conidios en sustrato soélido, como
por ejempio arroz (Samsinakova et al., 1981; Bartlett & Jaronski, 1988; Vimala,
1994). Este sistema bifasico permite un rapido crecimiento del hongo y
disminucién en el tiempo de produccién (Jenkins ef al., 1998).

LLos medios de cultivo liquidos ofrecen una reduccion en el tiempo de obtencién
de propagulos fungicos, y por consiguiente también las etapas de produccion a
gran escala, disminuyendo el riesgo de colonizacion del substrato por
microorganismos contaminantes, optimizando el espacio y aumentando Ila
superficie de contacto entre el medio y los conidios (Jenkins et al., 1998).

Para que el mercado de agentes microbianos aumente se requieren intensas
investigaciones sobre la biologia de los agentes potenciales para el control
biolégico, poniendo énfasis en las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los
aislamientos de cada regién geografica. De esta manera, se podria impuisar su
utilizacidn como control microbiano dentro de programas de manejo integrado de

plagas.
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Frecuencia

Cada 6 semanas

Cada 6 semanas

2-3 veces por semana

Pasos de produccién

Pase del aislamiento a través del
insecto y mantenerio en el medio de
cultivo éptimo

A 4

Banco de cultivos madres en agar de
Sabouraud dextrosa

Monitorizacion de la contaminacion

v 4———|*_
Inoculacién e incubacién en ' )
medio liquido

" Inoculacién e incubacion
en sustrato soélido (arroz)

v
Abrir bolsas para secar el

arroz y permitir la
conidiacion

Ve

Extraer los conidios del arron

v

Secar los conidios hasta
liegar § % de humedad

v

Control de calidad y
empaquetamiento

Revision visual para
evitar contaminantes y
propiciar una conidiaciéon

: uniforme

- Sembrar muestras en
agar para detectar :
contaminantes -’

Sembrar muestras en
agar para detectar
contaminantes

Revision visual para
evitar contaminantes y
propiciar una conidiacién
uniforme

Fig. 6. Diagrama que muestra el método bifasico para la produccién masiva de conidios, que
sirven como ingrediente activo para un agente microbiano.
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ill. JUSTIFICACION

En Meéxico, Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons es una de las plagas
agricolas de mayor importancia, ya que puede atacar desde 20,000 hasta
1, 200,000 ha. Para controlarla se usan métodos quimicos que provocan dafios a
la salud humana, al ecosistema y resistencia en la piaga. Por ello, se han buscado
alternativas dentro de un manejo integrado de plagas donde Metarhizium
anisopliae var. acridum funcione como un controlador microbiano de la langosta.
Para optimizar su producciéon en masa se recomienda el uso de medios liquidos
de cultivo, porque ofrecen un cultivo homogéneo, mayor disponibilidad de
nutrientes, mas esporas en menor tiempo y a menor costo. El uso de este agente
microbiano en México podria reducir la plaga a niveles sin relevancia econémica.
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IV. HIPOTESIS

La composicion adecuada del medio de cultivo y las condiciones de
incubacion optimas para Metarhizium anisopliae var. acridum aislado de
Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons en México, propiciaran la mayor produccion

de propagulos fungicos en medios liquidos.
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V. OBJETIVO GENERAL
Determinar las condiciones optimas del hongo para obtener la maxima
produccién de propagulos fungicos en un medio de cultivo liquido.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

> Seleccionar el medio de cultivo liquido, econémico, de facil elaboracion y en
donde se produzca el mayor numero de propagulos fangicos.

» lIdentificar las condiciones de temperatura, pH y agitacidon necesarias para
obtener la mayor produccion de propagulos fungicos.

» Comparar y seleccionar el aislamiento que produce el mayor numero de
propagulos fungicos en el menor tiempo de incubacion.

18
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Vil. MATERIALES Y METODOS

Material fangico

Los aislamientos de Metarhizium anisopliae var. acridum utilizados en este
estudio se muestran en la tabla 2, y fueron proporcionados por el Centro Nacional
de Referencia de Control Biolégico (CNRCB) de Tecoman, Colima. Todos elios
aislados de Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons de pastos.

Tabla 2. Cultivos y origen de los aislamientos de
Metarhizium anisopliae var. acridum estudiados

UNAM CNRCB Origen
EH-483/8 MaPL5 Colima
EH-484/6 MaPL8 Colima
EH-486/7 MaPL13 Colima
EH-487/4 MaPL14 Colima
EH-488/7 MaPL15 Colima
EH-489/1 MaPL16 Colima
EH-490/1 MaPL18 Colima
EH-491/8 MaPL20 Colima
EH-493/1 MaPL22 Colima
EH-494/4 MaPL26 Colima
EH-497/7 MaPL29 Colima
EH-498/8 MaPL31 Colima
EH-499/10 MaPL.37 Isla Socorro
EH-500/2 MaPL38 Isla Socorro
EH-502/8 MaPL40 Isla Socorro
EH-531/8 MaPL32 Colima

Cada aislamiento muestra el cultivo monospérico seleccionado
de! original respectivo

Todos los experimentos se hicieron con cultivos monospoéricos seleccionados y
derivados de cada aislamiento (Cano et al., 2002). Estos estan conservados en
agua destilada y aceite mineral a 4 °C, y en glicerina al 10 % en nitrégeno liquido a
—196 °C, en la Coleccion de Cultivos del Laboratorio de Micologia Basica del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina,
UNAM. Los aislamientos se mantienen en agar (1.5 %) papa (30 %) dextrosa
(2 %) (APD), para llevar a cabo los experimentos.
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Suspension de conidios '

A partir de cultivos de M. anisopliae var. acridum incubados 7 dias a 28 °C en
APD se hicieron suspensiones de conidios. A cada tubo se le agregaron 4 ml de
Tween 80 estéril al 0.5 %, removiendo cuidadosamente los conidios con un asa
micologica. La suspension se homogeneizd en un vortex (Fisher Scientific, Nueva
York, USA), los conidios se contaron en una camara de Neubauer (Optik Labor-
Bright Line, Alemania) y la suspension se ajusté a 1 x 10® conidios/ ml. Se sembré
1 ml de esta suspension en un matraz con 75 ml de! medio. El matraz se incubo a
37 °C durante 120 h sin agitacion. Se utilizaron tres matraces para cada

aislamiento.

Ensayos preliminares para obtener el medio de cultivo y las condiciones
optimas de crecimiento.

Medios de cultivo probados

Se hicieron ensayos preliminares con los aislamientos EH-500 y EH-502. Se
probaron los medios de cultivo liquido: Adameck, Dextrosa/Extracto de levadura y
peptona de caseina (DEL), infusion de papa (IP), infusion de papa con asparagina,
infusibn de papa madificado, Jackson, Sabouraud, Vogel, Vogel modificado,
Extracto de levadura/glucosa (YG).

El aislamiento EH-502 se probo con los medios sodlidos: APD, Paris y
Sabouraud. La mayoria de ellos reportados para la produccién en masa de
propagulos flngicos. La composicion quimica de estos medios se muestra en la
tabla 3 (liquidos) y la tabla 4 (sélidos).

Condiciones ensayadas

Se probaron temperaturas de 28 °C y 37 °C, pH’s inicial y ajustado a 7,
agitacion orbital a 80 y 110 rpm (Boekel Grant ORS 200, Pensylvania, USA) y sin
agitacion, por un periodo de 120 h. Se reportan todos los resultados a excepcién
de los de pH’s y agitacién a 80 rpm.
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“De acuerdo al resultado de los ensayos preliminares, se selecciono el mediode
cultivo IP a 37 °C y sin agitacién. o

Elaboracion del medio de cultivo seleccionado

Medio liquido de infusion de papa (IP). Se pesaron 300 g de Solanum
tuberosum y se agregé un litro de agua destilada. Se llevé a ebullicion hasta el
cocimiento de la papa. Se filtr6 varias veces con gasa para eliminar todos los
residuos. A la infusion obtenida se le agregaron 20 g de glucosa (Drogueria
Cosmopolita, México, D.F), se aforé con agua destilada a 1 litro. Se agregaron 75
ml del medio a matraces Erienmeyer de 250 ml. El medio se esteriliz6 a 121 °C
durante 15 min. Después de esterilizar se midio el pH de! medio.

Determinacion de proteinas y carbohidratos en el medio de cultivo
seleccionado

En el medio de cultivo IP, se determind la concentracion de proteinas
mediante el método de Lowry (Lowry et al.,, 1951) y la de carbohidratos con el
método de Dubois (Dubois ef al.,, 1951).

Obtencion y monitorizacion de blastosporas durante el ensayo

Se tomaron 10 ml de cada matraz a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. Estos se
diluyeron con agua destilada en proporcion 1:1, y después se sonicaron durante 4
min a 150 watts (Sonicador Branson modelo 250/450 Branson Ultrasonic
Corporation, USA) para disgregar los propagulos fungicos y poder llevar a cabo el
conteo de propagulos. Se tomaron cinco alicuotas de cada muestra. Se conto el
numero de propagulos fungicos en una camara de Neubauer en un microscopio
optico (Olympus CH-2, Japon). Se completaron 15 lecturas para cada aislamiento
en cada tiempo del experimento, y se fotografiaron las estructuras pertinentes. Se
calcularon los promedios de los 15 datos, y se graficaron en curvas de
crecimiento. Se determinoé el aislamiento con la mayor, media y menor produccion

de propagulos flingicos.
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Medicién de estructuras fiingicas

Para determinar el largo y ancho de los propagulos fungicos en un medio de
cultivo liquido y otro sdlido, los aislamientos con la mayor, media y menor
produccion de propagulos fueron sembrados en cajas de Petri con medio sélido de
APD y en un matraz con medio liquido de IP. Se tomaron muestras cada 24 y
hasta las 120 h para medir los propagulos (un minimo de 15 por muestra) a una
magnificacion de 400 X, con un ocular calibrado (1 division=2.564 pym) en un
microscopio 6ptico (Olympus CH-2, Japon).

Finalmente se calcularon los promedios, determinando el rango de largo y

ancho de los propagulos fangicos.

Analisis estadistico

Se utilizd un analisis de varianza de un factor (ANOVA) para determinar las
significancias, en la produccién de propagulos flngicos de los 16 aislamientos, y
en la talla de propagulos en medio de cultivo sélido y liquido.
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Tabla 3. Componentes (g/L) de los medios de cultivo liquidos ensayados para fa obtencién de propagulos fiingicos de
Metarhizium anisopliae var. acridum

Infusién de Infusién de

Ingredientes Adamek DEL Infusion papacon papa  Jackson . Paris . Vogel Vogel
de papa asparagina modificado modificado

KH,PO, - - - - - 2 036 : - -
Mg.S0, +7H;0 - - - - - 03 060 - -
Na,HPO,- 12H,0 - - - - - - 1e2 e - -
FeS0,+7 H0 - - - - - 005 - E e
MnSO4 o7 Hzo - - - - - 0.016 - " -0 . -
ZnS0,4 +7 H,0 - - - - - 0.014 - J e A
CoCl, «6 H,0 - - - - - - 0037 - - ’ -
KCl - - . - . : 1 - .
CaCl, - - - - - 040 - - -
NH4NO3 - - - . - . - - 070 - P
NH,SO, - - - - - v - - 6 6
Casaminoacidos - - - - - 13.2 - - -
Glucosa 20 40 20 20 .. 80 80 20 5 5
Asparagina - - - 0.1 - D - - -
Infusion de maiz 15 - - R - - - - -
Peptona de caseina - 25 < S T - - - -
Extracto de levadura 20 0 - - - 5 - 220
Infusion de papa c.b.p - - 700 - 700 700 - ot T
Mezcla de vitaminas - - T - 3.15 . - - L.

Tween 80 2 - vl R ol - - RN
PEG 200 5 D : ‘ _




Tabla 4. Componentes (g/L) de los medios de cultivo solic
obtencion de propagulos fungicos de Metarhizium anisopl

MATERIALES Y METODOS

ensayados para la
var.-acridum

Ingredientes

KH.PO,

Mgst4 '7H20
Na,HPO,

KCI

NH4NO3

Glucosa

Peptona de caseina
Extracto de levadura
Infusion de papa c.b.p

Agar
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Vill. RESULTADOS

Después de realizar los ensayos preliminares para obtener el medio y las
condiciones de cultivo éptimas en la produccion de propagulos fungicos, se
encontrd que el pH no fue relevante. Los ensayos con el pH original y el pH que se
ajusté a 7 no mostraron diferencias (Tabla 5).

Tabla 5. Crecimiento de Metarhizium anisopliae var. acridum EH-502
en medios de cultivo liquidos con pH 7, o el pH original del medio,
ensayados para la obtencién de propagulos fungicos

Con agitacion, pH 7 Con agitacion, pH onglnal del medlo i
Medio Horas :
28°C 37°C 28°C Co 37"C"
P c B P o] B8 P o] L
24 ++ + - L R o R +++ o+
A8 4+ + + U L e+
Adamek 72 LA+ + + DA AT e
B - - B P o S 'S ++ B = +
74205 “NR = ‘NR.__NR NR NR
L2400 NR NR-"NR. . NR - NR
S48 0 NR NR NR NR NR
DEL = w0 772 NR NR NR NR NR
. o706 Lo NR NR  NR. + NR NR
120 -~ NR NR ' NR NR NR
P Y R S ++ - g + ++
“Infusion:c 4B L 4+ 4 + ++ 4+
‘depapa i . 727 44+ + L +4+ +
L REPRRY - <] ++ [ R s O e = = +
120 NR _NR “'NR"“NR*NR™ 'NR. +++ = ++
24 +++ ++ o e e 5 +++ o+ o
L 48 R b EE T N e O T e
- Jackson 72 +++ + + +++ + + ++ ++ ++ o+ +4+
R 96 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +4 + ++ o+
120 NR NR_NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR

S Datos cualitativos para los que se tomd como referencia el aislamiento que produjo en mayor numero de
estructuras flingicas.
+ = Numero bajo de propagulos fungicos, ++ = Nimero medio de propagulos fungicos,
+++ = Nimero alto de propagulos fungicos, - = Sin propagulos y NR = No realizado.
P = pellets
C'= conidios
B = blastosporas

Todos los medios se probaron a 37 °C. Algunos de ellos se ensayaron a 28 °C,
con (100 rpm/min) y sin agitacion.

En todos los medios probados se observaron las siguientes estructuras:
conidios de forma elipsoidal (Fig. 7-A), conidios sumergidos de forma elipsoidal
mas pequefios que los sembrados originalmente (Fig. 7-B), blastosporas globosas
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‘(Fig. 7-C), dividiéndose por endosporas (Fig. 7-D), por fisién binaria (Fig. 7-E) y
por gemacién (Fig. 7-F), pocos cuerpos hifales de forma alargada con mayor
grosor que una hifa(Fig. 7-G), clamidosporas apicales como estructuras redondas
con pared gruesa (Fig. 7-H) y clamidosporas intercalares (Fig. 7-l).

(i

S “ ’_" .,-‘. ':

»ik e

LA

Fig. 7. Estructuras observadas en el aislamiento EH-502 durante 120 h de incubacion. A) Conidios
elipsoidales, B) Conidios sumergidos, C) Blastosporas, D) Blastosporas dividiéndose por
endosporas, E) por fisidn binaria, F) por gemacién, G) Cuerpos hifales, H) Clamidospora apical y
1) Clamidosporas intercalares.

La tabla 6 muestra resultados cualitativos obtenidos al ensayar 10 medios
de cultivo liquidos con el aislamiento EH-502 de M. anisopliae var. acridum, que
fueron los mismos para el aislamiento EH-500.
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~==Tabla 6, Crecimiento de Metarhizium anisopliae var. acridum EH-502 en los medios de
L cultivo liquidos probados para la obtenciéon de propagulos flngicos
Horas Con agitacion Sin agitacién
28°C 37°C 28°C 37°C .
o] c

+++
++
++
++
NR

e NR
LR 4B T T NR
ogel 2 . ; - NR

:modificado’ - T86 L NR -

NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
+ ++ - + ++ - .NR NR NR NR NR NR
++ + - ++ ++ - NR NR NR NR NR NR
++ + - ++ ++ - NR NR NR NR NR NR
+++ + + +++ +4 ++ NR NR NR NR NR NR

* Datos cualitativos para los que se tomé como referencia el aislamiento que produjo en mayor numero de
estructuras fungicas.

+ = Numero bajo de propagulos fungicos, ++ = Nimero medio de propagulos fingicos,

+++ = Nimero elevado de propagulos fungicos, - = Sin propagulos y NR = No realizado.

P = pellets

C = conidios

B = blastosporas
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Medios de cultivo liquidos
El medio Adamek, se ha referido para la produccién de esporas sumergidas de

Metarhizium flavoviride (Stephan & Zimmermann, 1998). Transcurridas 96 h de
incubacion a 28 °C y con agitacion mostré la mayor produccion de pe’fbtillas de
micelio “pellets”, que consisten en una colonia esferoidal desarrollada en un cuitivo
liguido, particularmente en un cultivo con agitacion (Ulloa y Hanlin, 2000) (Fig. 8).
La mayor produccién de blastosporas fue a 37 °C sin agitacion.

72 h, en medio Adamek a 28 °C con agitacion.

Medio DEL, se ha reportado para la produccién de conidios sumergidos
(Jenkins & Prior, 1993). En este medio se observé una produccion media de
blastosporas (Fig. 9) a 37 °C con y sin agitacion (72 h de incubacion). A 37 °C con
agitacion se observaron cuerpos hifales (Fig. 10).

Fig. 9. Blastosporas (# ) del aislamiento Fig. 10.Cuerpo hifal (#)del aislamiento

EH-500 a las 72 h, en medio DEL EH-502 a las 96 h, en medio DEL
a 37 °C sin agitacion. a 28 °C con agitacion.

Infusion de papa, se utilizdé como prueba porque en experimentos anteriores
se observaron propagulos fingicos en APD (agar papa dextrosa). Desde las 72 y
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hasta- 'a,s : 120 h del experimento se encontré la maxima produccié‘n dé'
bléétosp(:ras, a 37 °C y sin agitacion (Fig. 11). ’

Fig. 11. Blastosporas del aislamiento EH-500 a
las 96 h, en medio IP a 37 °C sin agitacién.

Infusién de papa con asparagina, esta UGitima ofrece una fuente de nitrégeno
que enriquece el medio aumentando asi la cantidad de propagulos. En agitacién y
a 37 °C después de 72 h de incubacion se observd la maxima produccion de
pellets laxos. Los propagulos fungicos fueron pocos en todas las condiciones

probadas.

Infusion de papa modificado, adicionado de glucosa al 4 % para reducir la
actividad del agua y favorecer la formacion de propagulos fungicos (Kleespies &
Zimmermann, 1992). A 37 °C y sin agitacion se encontré una producciéon media de
conidios, que se mantuvo constante desde las 48 hasta las 120 h del experimento.

Fueron pocas las blastosporas observadas en las condiciones ensayadas.

Medio de Jackson, produce blastosporas tolerantes a la desecacion en
Paecilomyces fumosoroseus (Jackson et al., 1997). Se encontré6 una produccion

media de conidios y blastosporas a 37 °C con y sin agitacion (Fig. 12).
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Fig. 12. Micelio y slamiento EH-502 a las
96 h, en medio Jackson a 37 °C sin agitacion.

Medio de Paris, medio sintético que se ha probado con Beauveria brogniartii,
en la que se reporta la obtencién de blastosporas (Jenkins & Prior, 1993). Este
medio mostré a 37 °C con y sin agitacion una produccion minima de blastosporas
desde las 24 h. Predominaron los conidios desde las 48 hasta las 96 h del

experimento.

Medio de Vogel, es usado para obtener propagulos flngicos de Metarhizium
anisopliae. A 28 °C y en agitacion se observaron muchos pellets (Fig. 13). La

mayor produccion de conidios se encontré a 37 °C sin agitacion.

Fig. 13. Pellet del aislamiento EH-500 a las 72 h,
en medio Vogel a 28 °C con agitacién.

Medio de Vogel modificado, se ha reportado para obtener blastosporas de
Beauveria bassiana (Humphreys et al., 1989). Se obtuvo una produccion media de

conidios en todas las condiciones probadas y pellets laxos (Fig. 14).
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Fig. 14. Pellet laxo del aislamiento EH-500 a las 72h,
en medio Vogel modificado a 28 °C con agitacion.

El medio YG, se ha ensayado para producir propagulos fungicos en masa de
Beauveria bassiana (Humphreys et al., 1989). La mayor cantidad de conidios se
observé a 37 °C sin agitacion, y las blastosporas fueron pocas en las condiciones

probadas.

La tabla 7 muestra los resultados cualitativos al ensayar 3 medios de cultivo
sélidos. Los medios se probaron a 37 °C con el aislamiento EH-502 de M.
anisopliae var. acridum .

Tabla 7. Crecimiento del aislamiento EH-502 de Metarhizium. anisopliae. var.
acridum en los medios de cultivo sélidos a 37 °C probados para la
obtencion de propagulos fungicos

Medio Horas Micelio Pellets Conidios _ Blastosporas

24 + + ++ +
48 + + + ++
APD 72 ++ + + ++
96 ++ + +
120 +4 + +4+
24 + -+ ++
) .. 48 S ; +
Paris = .. 72 RANREE +
.96 ++ +
120 ++ +
24 + St
48 ++ ik

Sabouraud 72 ++ A

96 + . R
120 + + S R 4"

* Datos cualitativos para los que se tom6 como referencia el aislamiento que produjo en mayor
numero de estructuras. B

+ Numero bajo de propagulos fungicos.

++ = Numero medio de propagulos fingicos.

+++ = NUmero alto de propagulos fungicos.

3]




RESULTADOS .

Medios de cultivo sélidos

APD, se utilizé porque en experimentos anteriores se observaron propagulos
fangicos. La maxima produccién de blastosporas (Fig.15) se encontré entre las 48
y 72 h de incubacién a 37 °C.

Fig. 15. Estructuras (blastosporas) del aislamiento EH-502
alas 48 h, en medio APD a 37 °C.

El medio Paris, es usado para obtener propagulos flingicos de Beauveria
brogniartii. A 37 °C, mostrd la mayor produccion de blastosporas a las 72 h y de
conidios a las 48 h (Fig.16).

Fig. 16. Micelio y blastosporas del aislamiento
EH-502 a las 48 h, en medio Paris a 37 °C.

Sabouraud, se utilizé como prueba, a pesar de que es un medio rico que
favorece la formaciéon de micelio. Se encontré la produccibn maxima de
blastosporas a las 48 h de incubacién y de conidios a las 72 h (Fig. 17). Dichas
producciones fueron inferiores a la mayoria de los medios probados.
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Fig. 17. Blastospora gemando y conidios del aislamiento
EH-502 a las 48 h, en medio Sabouraud, a 37 °C.

Condiciones de cultivo probadas

Con respecto a las condiciones de cultivo, se encontré6 que a 37 °C las
blastosporas se observaron mas definidas (Fig. 18) y en mayor nimero que a
28 °C (Fig. 19). Dicha temperatura fue seleccionada para realizar las curvas de

crecimiento de los distintos aislamientos de M. anisopliae var. acridum.

Fig. 18. Blastosporas del aislamiento EH-502 Fig. 19. Propagulos del aislamiento EH-502
a las 96 h, en medio IP a 37 °C sin agitacién. alas 96 h, en medio IPa 28 °C y 110 rpm.

Con respecto a la agitacion, los aislamientos que se incubaron a 110 rpm
mostraron una rapida germinacion de los conidios sembrados a las 0 horas
(Fig. 20-A). A las 48 h los tubos germinativos empezaron a formar pellets
(Fig. 20-B). A las 96 h de incubacion predominaron los pellets (Fig. 20-C);
Gunicamente fue posible observar algunas estructuras al exterior de estos
(Fig. 20-D). Por lo tanto para obtener y cuantificar blastosporas es preferible el

- cultivo sin agitacion.
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Fig. 20. Cambios morfolégicos en el aislamiento EH-502 en medio IP a 37 °C con agitacién.
A) Conidios sembrados (0 h), B) Conidios germinando (48 h), C) Pellets (96 h) y
D) Propagulos apicales al exterior de un pellet (96 h).

El medio liquido infusion de papa (IP), a 37 °C, sin agitacion, resulté ser el
medio y las condiciones optimas, para la mayor produccién de blastosporas (Fig.
-.21). Es de bajo costo, requiere de ingredientes accesibles como papa blanca

Solanum tuberosum, glucosa, agua destilada y es de facil de preparacion.

Fig. 21. Blastosporas del aislamiento EH-502 a
las 96 h, en medio IP a 37 °C sin agitacion.

Como resultado de la seleccion del medio de cultivo y condiciones 6ptimas
para la obtencién de blastosporas se pudo observar la secuencia de eventos
morfolégicos del hongo, desde la siembra de conidios hasta la produccién de
blastosporas, durante 120 h.
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'3 =~ En k:ejrl_gi)_redio de cultivo liquido IP a 37 °C y sin agitacioén, los aislamientos de M.
; an/sopllae var. acridum mostraron cambios morfolégicos a lo largo de 120 h de
ri-inti':'l:jb,acién. La fig. 22 muestra los eventos ocurridos con el aislamiento EH-502.
'vtCO‘:hidios de forma elipsoidal sembrados a las 0 h (Fig. 22-A), conidios
_‘Ven‘:éranchéndose y algunas blastosporas (Fig. 22-B) a las 24 h, pocos conidios

' _germinan y producen endosporas a las 24 h (Fig. 22-C), blastosporas dividiéndose
por fisidn binaria (Fig. 22-D) o por gemacioén (Fig. 22-E). A las 96 h de incubacién
predominaron las blastosporas (Fig. 22-F); en pocas ocasiones se observaron
conidios sumergidos (Fig. 22-G) y cuerpos hifales (Fig. 22-H).

Fig. 22. Cambios morfoldgicos en el aislamiento EH-502 en medio liquido IP a 37 °C sin agitacion.
A) Conidios ( Oh), B) Conidios ensanchados y blastosporas (24 h), C) Conidios germinados
produciendo endosporas (24 h), D) Blastospora dividiéndose por fisién binaria (72 h), E) por

gemacion (48h), F) Blastosporas (96 h), G) Conidio sumergido (86 h) y H) Cuerpos hifales (96 h).

En el medio soélido APD a 37 °C y sin agitacion, se observaron claramente los
diferentes propagulos flngicos, ya que se eliminan todos los residuos de la
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V‘infusién de papa; esto permiti6 el seguimiento de los cambios morfologicos
ocurridos en M. anisopliae var. acridum durante 120 h de incubacién (Fig. 23).
A) Conidios elipsoidales (0 h), B) Conidios germinados, C) formacion de
endosporas, D) blastospora dividiéndose por fisién, E) por gemacioén. A las 96 h de
incubacion predominan las blastosporas (F) y pocas veces se observaron conidios
sumergidos (G) y cuerpos hifales (H).

Fig. 23. Cambios morfolégicos en el aislamiento EH-502 en medio sélido APD a 37 °C. A) Conidios
(Oh), B) Conidios germinando, C) Blastosporas formandose por endosporas (24 h), D) por fisidn
binaria (48 h), E) por gemacion (72h), F) Blastosporas (96 h), G) Conidios sumergidos (96 h) y H)
cuerpos hifales (72 h).

En el medio de cultivo liquido IP y en el medio de cultivo sélido APD, se
observé la misma secuencia de cambios morfologicos para producir conidios
sumergidos. La fig. 24 muestra la secuencia para el aislado EH-491 de M.
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anisopliae var. acridum. La zona apical de un tubo germinativo comienza a
ensancharse (Fig. 24-A), en el extremo de la hifa se aprecia la forma tipica de
un conidio (Fig. 24-B) y conidio proximo a desprenderse (Fig. 24-C) asi como
conidios sumergidos (Fig. 24-D). Este proceso ocurre entre las 48 y 120 h de

incubacion.

Fig. 24. Formacion de conidios sumergidos en el aislamiento EH- 491 en medio IP, 37 °C y sin
agitacion. A) La zona apical del micelio se empieza a ensanchar, B) El futuro conidio se define y
ensancha aun mas, C) Conidio sumergido préximo a separarse del micelio, D) Conidios
sumergidos.

Determinacion de proteinas y carbohidratos en el medio de cultivo
seleccionado

El medio de cultivo IP tiene una concentracién de proteinas de 1.95 g/L y de
carbohidratos de 250 g/L.

Cuantificacion de propagulos fangicos

Cuantificacion de blastosporas

El resultado del estudio de la cuantificaciébn de las blastosporas en los 16
aislamientos de M. anisopliae var. acridum, se encuentra en la tabla 8 que muestra
el nimero de blastosporas formadas de los diferentes aislamientos a lo largo de
120 h de incubacion en el medio IP sin agitaciéon a 37 °C.
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Tabla 8. Tiempo de incubacion y produccién de blastosporas de 16 aislamientos
de Metarhizium anisopliae var. acridum en el medio liquido IP a 37 °C.

Tiempo (h) y concentracion (N°X10°/ml) de blastosporas

Aislado en Metarhizium anisopliae var. acridum

24 48 96 120
EH-483 0.2 1.1 6.3 0.7
EH-484 0.2 16 3.8 57
EH-486 0.03 03 22 3
EH-487 0.03 0.4 8.6 - 36
EH-488 0 15 v2.2 - 4.2
EH-489 0.1 22 ST 3.3
EH-490** 0.3 10 58 6.4
EH-491 0.1 1.2 5.9 1
EH-493"** -0 0.2 1.8: B
EH-494 0.2 1.2 5.3 14.2:
EH-497 0.3 1.3 8.6 B
EH-498 0.6 26 9 “5.7
EH-499 0.3 1.2+ 3.6 4
EH-500 0.3 1.3 - 2.7 3.7
EH-502* 4 54 8.3 11
EH-531 0.3 4 37 3.3 2.8

* Aislamiento con |a mayor produccién de blastosporas, ** Aislamiento con la media produccion de
blastosporas, *** Aislamiento con la menor produccion de blastosporas.

El medio se sembré con conidios para obtener una concentracion final de
1 X 108 células/ml (O h). A las 24 h se distinguio el aislamiento EH-502 que mostro
el mayor nimero de blastosporas (concentraciéon de 4 X 10%ml), en comparacion
con los aislamientos EH-488 y EH-493 que aun no habian formado blastosporas.
Los aislamientos restantes mostraron valores semejantes entre ellos con un rango
de 0.03 a 0.6 blastosporas/mi. A las 48 h de incubacion los aislamientos EH-502 y
EH-531 muestran la mayor concentracion de blastosporas; estas concentraciones
duplican los valores de los demas aislamientos. En este momento el aislamiento
EH-502 mostro fa maxima produccion de blastosporas. La menor produccion de
blastosporas para esta hora se observé en el aistamiento EH-493. Los otros trece
aislamientos tienen valores que van de 0.3 a 2.6 X 10° blastosporas/ml. Al tercer
dia de incubacion (72 h), EH-502 continua siendo el aislamiento con la mayor
concentraciéon de blastosporas de 6.1 X 10%m!, seguido del aislamiento EH-498
5.9 X 10%/ml. La mayoria de los aislamientos tienen concentraciones por debajo de
4 X 105/ml, valor que el aislamiento EH-502 mostrd tan sélo a 48 h de haber
iniciado el experimento. Los aislamientos EH-488 y EH-493 presentaron su
maxima produccion de blastosporas. La menor concentracién se observé en el
aislamiento EH-499, con 0.7 X 10%ml. EH-502 tiene e! mayor numero de
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blastosporas, 9.3 X 10%/ml, a las 96 h de incubacién. Siete aislamientos
presentaron el pico de produccion de blastosporas en este momento, con valores
que van de 5.3 a 9 X 10%ml. La menor concentracién correspondio a la del
aislamiento EH-493 con 1.8 X 10%/ml. A las 120 h de incubacién, el aislamiento
EH-502 incrementa el numero de blastosporas, hasta llegar a su maxima
produccion con un valor de 11 X 10%ml. Cinco aislamientos presentaron la
maxima produccion de blastosporas, con concentraciones bajas comparadas con
las de EH-502, pues van de 3 a 6.4 X 10%/m, casi la mitad de la concentracion de
la de EH-502. Ocho aislamientos disminuyen la produccion de blastosporas. El
aislamiento EH-493 mostré a lo largo del experimento ila minima produccion de
blastosporas (1.8 X 10%/ml). El analisis de varianza de un solo factor revelé que
existen diferencias significativas (P < 0.01) en la produccion de blastosporas entre
los 16 aislamientos estudiados.

En la tabla 9 se observa el tiempo (h) en que se registraron los valores mas
altos en la produccion de blastosporas para los 16 aislamientos de M. anisopliae
var. acridum probados.

Tabla 9. Tiempo y concentracion de la maxima produccion de blastosporas

en los 16 aislamientos de Metarhizium anisopliae var. acridum
estudiados en el medio liquido IP a 37 °C

Maxima produccion de blastosporas en
Metarhizium anisopliae var. acridum

Aislados Concentracién Tiempo
N° X10%/mi (h)
EH-483 6.3 96
EH-484 5.7 120
EH-486 3 120
EH-487 8.6 96
EH-488 4.2 72
EH-489 7 96
EH-490* 6.4 120
EH-491 5.9 96
EH-493** 2.2 72
EH-494 5.3 96
EH-497 8.6 96
EH-498 9 96
EH-499 4 120
EH-500 3.7 120
EH-502* 11 120
EH-531 4 48

* Aislamiento con la mayor produccién de blastosporas, ** Aislamiento con la media
produccion de blastosporas, *** Aislamiento con la menor produccién de blastosporas.
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Ei aislamiento que reveld la mayor concentracion de blastosporas en el menor
tiempo en todos los ensayos, fue EH-502 (9.3 X 10%m! a las 72 h de incubacién)
(Fig. 25) que aumentd hasta las 120 h del experimento llegando a una

concentracion de 11 X 108/ml.

12 -

10 4
H
g E 81 —&— EH-a90
£e 6- —&— EH-493
g'sx 4 ~—e— EH-502
=

2 4
0 -

0 24 48 72 96 120
Tiempo de incubacién (h)

Fig. 25. Aislamientos de Metarhizium anisopliae var. acridum con la maxima, media y
minima produccion de blastosporas, durante 120 h de incubacion, a 37 °C.

E! aislamiento EH-498 a las 72 h mostré la maxima concentracion de
blastosporas (9 X 10%/ml), con un valor muy cercano al que tuvo EH-502 a la
misma hora. El aislamiento EH-490, presenté la produccion media de blastosporas
con un valor de 6.4 X 10%ml (Fig. 25), registrado a las 120 h del experimento.
Después de 96 h de incubacion, los aislamientos EH-483 y EH-491 también
mostraron valores medios en la produccion de blastosporas, observando 6.3 y 5.9
X 10%mi respectivamente. A o largo del experimento, EH-493, se mantuvo como
el menor productor de blastosporas (Fig. 25), mostrando la maxima concentracion
alas 72 h (2.2 X 10%ml), casi cinco veces menor que EH-502. Cabe resaltar que
el aislamiento EH-531 fue el primero en liegar a la maxima produccion de
blastosporas (4 X 10%ml a las 48 h de incubacidn), aunque mostré un valor casi
tres veces menor al aislamiento que produce mas blastosporas. El analisis
estadistico mostro diferencias significativas (P < 0.01) en el tiempo que ocurre la
maxima produccion de blastosporas entre los 16 aislamientos M. anisopliae var.
acridum estudiados.
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it En el anexo '3, se muestran las figuras con la producciéon de blastosporas
(N° X 105/ml) en los16 aislamientos de M. anisopliae var. acridum durante 120 h

de incubacion.

Cuantificacion de conidios sumergidos
En ia tabla 10 se muestra ia producciéon de conidios sumergidos de los
aislamientos de M. anisopliae var. acridum estudiados durante 120 h de

incubacién en IP a 37 °C.

Tabla 10. Tiempo de incubacién y numero de conidios de 16 aislamientos de
Metarhizium anisopliae var. acridum en el medio liquido IP a 37 °C

Aislado S Tiempo (h) y concentracion (N°X10°%/ml) de conidios
R oo~ . sumergidos en Metarhizium anisopliae. var, acridum -
-0 24 48 72 96 .

EH-483 - . 15. 13 25 14 . 22 -
"EH-484** .25 e 20 15 14
EH-486 187 .15 18 11 . t2g
EH-487 49 . 48 47 42 65
EH-488 15 7 13 13 1100 B
EH-489 42 38 46 29 .. .39
EH-490 31 e 31 L 26034
EH-491" 52 48 51 467 34
EH-493 24 290 25 iyl o8
EH-494 36 Ce0 L 24 Tl og 33
EH-497 a7 34 28 287 0T 38
EH-498" 56 53 21 48 73
EH-499 47 a5 a4 - 32 3g9
EH-500 19 14 12 11 16
EH-502** 98 95 55 51 39
EH-531 43 ag 37 37 a2

* Aislamiento con la mayor produccion de conidios sumergidos, ** Aislamiento con la media
produccion de conidios sumergidos, *** Aislamiento con la menor produccién de conidios sumergidos.

Es importante mencionar que la maxima produccion de conidios sumergidos se
tomd en cuenta a partir de que cada aislamiento aumenté la concentracion de
conidios. Este periodo fue variable entre los 16 aislamientos. Transcurridas 48 h
de incubacion, se distingui® el aislamiento EH-483 por presentar la mayor
concentracion de conidios, aumentando a 25 X 10%ml. Todos los aislamientos
disminuyen el numero de conidios a las 72 h de haber iniciado el experimento, con
excepcion del aislamiento EH-494 que aumentd a 28 X 10%/ml. Después de 96 h
de haber iniciado el experimento, el aisltamiento EH-498 fue el que presento Ia

mayor produccion de conidios sumergidos con 73 X 10%ml. Aunque EH-488
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"también mostré un valor significativo en la produccion de conidios sumergidos de
54 X 10%/ml. Algunos aislamientos aumentaron considerablemente la produccién
“de conidios, entre ellos, EH-487 (65 X 10%/ml), EH-488 (54 X 10%/ml), y EH-531 (55
X 10%ml). Finaimente a las 120 h de incubacién la mayoria de los aislamientos
Vdisyminuyen la produccién de conidios sumergidos, como EH-487 y EH-498 de 32 y
19 X 10%ml respectivamente. El tnico aislamiento que a esta hora mostré un
‘notable aumento fue EH-491 a 58 X 10%/ml. El analisis estadistico de un solo
“factor mostré diferencias significativas (P < 0.01) en la produccidon de conidios
sumergidos para los 16 aislamientos estudiados de M. anisopliae var. acridum, a

lo largo de 120 h de incubacion en IP a 37 °C.

La tabla 11 muestra los valores mas altos (considerados a partir de las 48 h de
incubacién) en la produccion de conidios sumergidos para los 16 aislamientos de

M. anisopliae var acridum estudiados.

Tabla 11. Concentracion y tiempo de maxima produccién de conidios
sumergidos en 16 aislamientos estudiados de Metarhizium
anisopliae var. acridum en el medio liquido IP a 37 °C

Maxima produccion de conidios
sumergidos en Metarhizium

Aislados anisopliae var. acridum
Concentracion Tiempo

N° X10%/m (h)
EH-483 25 48
EH-484* 15 120
EH-486 29 96.
EH-487 65 96
EH-488 54 96
EH-489 39 . 96
EH-490 36 120
EH-491** 58 120
EH-493 28 96
EH-494 33 96
EH-497 38 96
EH-498* 73 96
EH-499 39 96
EH-500 23 120
EH-502** 40 120
EH-531 55 120

* Aislamiento con la mayor produccidén de conidios sumergidos.
** Aislamiento con la media produccién de conidios sumergidos.
*** Aislamiento con la menor produccion de conidios sumergidos.
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El aislamiento que mostré la maxima produccion de conidios en el menor
tiempo fue EH-498 con un valor de 73 X10° a las 96 h de incubacién (Fig. 26).
Dicho valor supera a la mayoria de los aislamientos estudiados, ya que el
siguiente en la maxima produccion fue EH-488 con 54 X10° conidios
sumergidos/ml. El andlisis de varianza de un solo factor realizado a los datos
muestra diferencias significativas (P < 0.01) en el tiempo en que se produce la
maxima cantidad de conidios en los diferentes aislamientos de M. anisopliae var.
acridum.
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Fig. 26. Aislamientos de Metarhizium anisopliae var. acridum con ia
maxima, media y minima produccion de conidios sumergidos,
durante 120 h de incubacién, a 37 °C.

La produccion media de conidios se observé en el aislamiento EH-491 (58 X10°
conidios/ml). Trece de los 16 aislamientos presentaron valores por debajo de este
uitimo. Es importante mencionar que a esta hora (96 h) la mayoria de los
aislamientos mostraron su maxima produccién de conidios. Los aislamientos
EH-502 y EH-484 presentaron una minima produccién de conidios con un valor de
40y 15 X 10° células/ml respectivamente (120 h).

Durante los ensayos con todos los aislamientos se observaron diferentes
morfologias como se describid con anterioridad. Sin embargo, se observé un
fendmeno interesante en algunos aisiamientos. Al comparar la produccion de
conidios sumergidos en el aislamiento que produce el mayor numero de
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blastosporas, se observé que a medida que aumenta el nimero de blastosporas
disminuye el numero de conidios (Fig. 27).
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Fig. 27. Comparacién de la produccion de biastosporas y conidios sumergidos en el
aislamiento EH-502 de Metarhizium anisopliae var. acridum durante 120 h de incubacion.

Cuando se comparo la produccidon de blastosporas con la de conidios
sumergidos, en el aislamiento que exhibi® el mayor numero de conidios
sumergidos, se encontré un gran aumento en el numero de conidios sumergidos
en comparacion con el de las blastosporas (Fig. 28).
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Fig. 28. Comparacion de la produccién de conidios sumergidos y blastosporas en el
aislamiento EH-498 de Metarhizium anisopliae var. acridum durante 120 h de incubacién.

Tamarfio de propagulos fungicos en medio IP y APD

Por otro lado la tabla 12 muestra el tamafo (largo y ancho en um) de los
distintos propagulos fungicos encontrados en los aislamientos de M. anisopliae
var. acridum estudiados. De acuerdo a las estructuras observadas en todos los
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medlos ensayados se observaron conidios de forma eiipébidél “de
, aproxumadamente 5.46 X 3.83 um, conidios sumergidos de forma elipsoidal de
T2, 97 X 5.35 pm, blastosporas globosas de aproximadamente 6.61 X 9.84 ym y

kmuy pocos cuerpos hifales de forma alargada con mayor grosor que una hifa
' —i{(Tabla 12). El analisis estadistico reveld que no existen diferencias significativas
,; (P: 0 01) en cuanto al tamano de los propagulos en los diferentes aislamientos de
: M ah:sop//ae var. acridum, ni en los propagulos obtenidos en medios de cultivo

:.rllquldo y sélido ensayados.

Tabla 12. Tamario (um) de blastosporas y conidios en aislamientos
de Metarhizium anisopliae var. acridum en medio IP y APD.

Medio APD Medio APD ;

Blastosporas ~_ Largo(um)  2.89 (t 0.00) —3.84 (£ 0.79) _ 2.72 (* 0.03) — 3.28 ( 0.034)
Ancho(um) - 2.68 (+ 0.06) — 3.33 (£ 0.03)  2.58 (£0.03)~3.17 (£0.04).

Conidios . Largo(um)  1.39 (+ 0.03)— 2.09 (+ 0.058)  1.58 (+ 0.03)=1.99 (£0.001) =~
Ancho(um) ~ 1.16 (+ 0.01)— 1.44 (£ 0.03)  1.24 (x 0.06) — 1.51 (+ 0.02)

* = medla + desviacion estandar Para cada aislado se mldleron 15 estructuras
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IX. DISCUSION

Ante la necesidad de proteger la calidad del ambiente, el reto es desarrollar
estrategias para el control de plagas de importancia econémica, que tengan bajo
impacto ambiental negativo y efectividad en el control de la plaga. Entre estas
estrategias se encuentra la utilizacion de agentes microbianos en el control
biolégico de plagas. El entomopatogeno Metarhizium anisopliae var. acridum
actualmente se emplea para controlar poblaciones de langosta y saltamontes en
Africa (la cepa IMI-330189 en "Green Muscle'®) (Jenkins ef al., 2001) y en
Australia (la cepa FI-985 en “Green Guard” ®) (Milner, 2002 a; 2000 b).

En México, se requiere un agente microbial autoctono para controlar Ila
langosta S. piceifrons ssp. piceifrons. En la seleccidén de un agente microbiano
deben considerarse varios factores, entre ellos, la virulencia hacia el insecto,
especificidad de hospederos, producciéon masiva de esporas (para aplicar dosis
suficientes en el campo), etc. (Hernandez-Velazquez et al., 1997). Por ello, la
relevancia de la caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislados de M.
anisopliae var. acridum en México.

El ingrediente activo de un agente microbiano son los conidios (Bowers, 1982;
Hernandez-Velazquez et al., 1997). En medio de cultivo sélido, ia mayoria de los
hongos producen conidios aéreos y en cultivo liquido blastosporas, lo que es el
fenomeno del dimorfismo. Varios hongos mitospéricos también producen conidios
en cuitivo sumergido (Hildebrand & McCain, 1978; Lascaris & Deacon, 1994). EJ
método mas economico empleado para la producciéon en masa de propagulos
fungicos de los entomopatdgenos, es el difasico, donde micelio y blastosporas son
producidas en cuitivo liquido por periodos cortos y posteriormente transferidos a
un sustrato solido para la produccion de conidios aéreos (Samsinakova et al.,
1981, Bartlett & Jaronski, 1988; Vimala, 1994; Hedgecock et al., 1995; Jenkins et
al., 1998). Esto permite un rapido crecimiento del hongo y disminucién en el
tiempo y costo de produccion, relevante para la empresa comercial.

Para optimizar el proceso de produccion en masa de un hongo, deben

considerarse los requerimientos optimos de nutrientes, pH, actividad del agua,
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sustrato, temperatura, luz, agitacion, aereacion y periodo de incubacion (Bartlett &
Jaronski, 1988; Jenkins et al., 1998; Kleespies & Zimmermann, 1992; Deshpande,
1999). Los medios de cultivo liquido y sdlido evaluados en los ensayos
preliminares de nuestro trabajo, estan reportados para la produccién de
propagulos en diferentes hongos entomopatogenos.

Los resultados preliminares de este estudio revelaron que todos los medios de
cultivo probados con agitacién, muestran gran cantidad de “pellets”, especialmente
los adicionados con extracto de levadura. Estos son considerados medios ricos en
nutrientes que promueven la fase vegetativa de crecimiento micelial del hongo
(Adamek, 1983). Varios autores obtienen gran produccion de pellets y algunos
reportan que la adicion de Tween 80 y PEG 200 suprime la formacién de estos
(Inch et al., 1986; Inch & Trinci, 1987; Humphreys et al., 1989; Jackson & Cliquet,
1995; Fargues et al., 2001). Klesspies & Zimmerman (1992) también reportaron
incremento en la produccién de blastosporas y disminucién en la formacidén de
pellets con el PEG. En nuestro caso, al agregar Tween 80 y PEG 200 los pellets
no diminuyeron en numero pero fueron menos compactos; esto presumiblemente
porque la variedad del hongo y las condiciones de agitacion probadas fueron
distintas a las reportadas por otros investigadores, por ejemplo, 200 rpm (Inch et
al.,, 1986), 180 rpm (Klesspies & Zimmerman, 1992; Stephan & Zimmermann,
1998), 90 rpm (Fargues et al.,.2001), en comparacién a 110 rpm que usamos para
este trabajo.

Otras estructuras encontradas en gran cantidad en ios resultados preliminares,
fueron los conidios sumergidos en el medio de cultivo DEL con caseina
hidrolizada. Braga et al. (1999) también encontraron conidios sumergidos con
caseina hidrolizada y sugieren que puede ser debido a que este reactivo acelera la
germinaciéon e incrementa la tasa de crecimiento, asi el hongo puede usar
faciimente los aminoacidos producidos por hidrélisis,.que constituyen gran parte
de la cuticula del insecto (proteinas y quitina). Esta propiedad de hidrélisis de
péptidos representa una adaptacion fisiologica de los entomopatoégenos segin
diversos autores (St. Leger et al., 1986 y 1987; Andersen et al., 1995). Los hongos

que atacan insectos, utilizan efectivamente enzimas extracelulares que degradan
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la cuticula, como proteasas (PR1 y PR2), quitinasas y lipasas (Charnley & St.
Leger, 1991), implicadas en la virulencia del hongo.

Metarhizium anisopliae var. acridum produce e! mayor nimero de propagulos
sumergidos en el medio liguido IP que contiene glucosa. Por lo tanto, puede ser la
fuente de carbono elegida para la producciéon de blastosporas a gran escala (Inch
et al.,1986). Este fendmeno de mayor produccién de biastosporas en medios con
glucosa también se ha visto en P. fumosoroseus (Jackson et al., 1997).

Kleespies & Zimmermann (1992) y Deshpande (1999) mencionan que la
temperatura y el pH son importantes parametros de producciéon de propagulos.
Con respecto al pH los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan
con las observaciones hechas por Vega et al. (1997) donde el pH no es un factor
decisivo en la producciéon de propagulos. En relacidén a la temperatura, el rango
reportado para una buena esporulacion en sustrato liquido de M. anisopliae var.
acridum, es entre 25 y 28 °C. En este trabajo encontramos que la temperatura
optima para la producciéon de propagulos en medio liquido es 37 °C. El fenémeno
de obtencién de propagulos sumergidos a 37 °C, es la primera vez que se
describe para este hongo. Probablemente esta relacionado con el hospedero, en
este caso, las langostas, ya que son capaces de aumentar su temperatura hasta
42 °C por exposicion al! sol dentro de su ciclo biolégico (SAGAR, 2000).
Ouedraogo et al. (2002), mencionan que durante la exposicion a la luz solar, la
temperatura corporal de una langosta infectada puede aumentar hasta 46 °C.
Estos autores sugieren que la termorregulacion puede inducir la sintesis de
proteinas en la hemolinfa del insecto, que le ayudan a reducir la infeccion por el
hongo y también pudiera inhibir el crecimiento de Metarhizium reduciendo su
eficacia (Scanlan et al., 2001).

Poco se conoce de la morfologia y los factores que regulan el desarrolio de los
hongos entomopatogenos, especialmente en relacion a la fase de levadura de
hongos como Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Verticillium lecanii
(Alves et al.,, 2002). En la mayoria de trabajos publicados para produccién de
propagulos fungicos, no se describen claramente los propagulos encontrados,

razén por la que se ha generado una gran confusiéon con respecto a estas
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estructuras. Es hasta el afio 2001 en Fargues et al. donde se muestran fotografias
de las estructuras que ellos denominan blastosporas. En este trabajo, se tomaron
fotos de todas las estructuras que se observaron en los diferentes medios de
cultivo, y se denominaron de acuerdo a la nomenclatura micologica (Ulloa y
Hanlin, 2000). Entre ellas estan los conidios sumergidos, blastosporas
dividiéndose por endosporas, por fisidon binaria y por gemacion, cuerpos hifales,
clamidosporas apicales e intercalares que se pueden ver en la figura 7.

Se ha reportado que entre 24 y 28 °C en medio sdélido los propagulos que se
observan son cadenas de conidios enteroblasticos en sucesion basipeta de
fiadlides elongadas (Jenkins & Prior, 1993; Jackson et al.,1997; Fargues et al.,
2001). En comparacion, en medio de cultivo liquido, a temperaturas menores de
30°C se obtienen blastosporas y cuerpos hifales, derivados generalmente por un
proceso de gemacion hifal o alternativamente hifas que se ensanchan para formar
cadenas de células semejantes a levaduras (Inch et al.,1986; Kleespies &
Zimmerman, 1992; Jenkins & Prior, 1993; Jackson et al.,1997; Vega et al., 1997;
Jenkins et al., 1998 Stephan & Zimmerman, 1998, Fargues et al., 2001).

En un hongo patogeno del hombre, Sporothrix schenckii, la transicion de hifa a
levadura puede ser de dos formas; 1) por formacion de levaduras o blastosporas
en los septos de las hifas ramificadas y 2) por formacién de estructuras parecidas
a oidios, seguidos de la fragmentacién hifal que da lugar a células levaduriformes
(Garrison, 1985; Maresca & Kobayashi, 1989). Garrison, (1985) confirmo esta
descripcibn con microscopia electronica de barrido y transmision. En el actual
trabajo se utiliza el término de endospora (Ulloa y Hanlin, 2000) para referirnos a
la formacion de blastosporas por oidios reportados por Garrison (1985).

Los resultados de este trabajo sobre crecimiento y produccion de propagulos
sumergidos en los 16 aislados de M. anisopliae var. acridum, muestran una gran
variacion en el crecimiento y la forma de los propéghlos fungicos. El nimero de
propagulos vario significativamente (P < 0.01) de acuerdo al aislamiento y a las
condiciones de cultivo usadas. La diferenciacion celular encontrada también vario
de manera considerable, ya que los cambios morfolégicos ocurren a diferentes

tiempos en los aislamientos estudiados.
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La concentracion mas alta de blastosporas y de conidios encontradas, estan
dentro de las reportadas para propagulos fungicos sumergidos (Inch et al., 1986;
Kleespies & Zimmerman, 1992). La alta produccién de blastosporas en el
aislamiento EH- 502 puede deberse en parte al hecho de que este aislamiento no
forma "peliets”.

Ei tamano de los conidios de los aislamientos estudiados se encuentra dentro
del rango reportado para Metarhizium (Jenkins & Prior, 1993, Driver et al., 2000).
Concuerda con los tamafos propuestos por Driver et al. (2000) para la variedad
acridum y la variedad flavoviride. Este es el primer estudio donde se reporta el
tamano de las blastosporas (6.61 X 9.84 um), por lo tanto no hay ninglin dato
numeérico para comparar.

Es interesante notar que el aislamiento EH-502 (MaPL40) que produjo la mayor
cantidad de blastosporas, es el mismo reportado por Hernandez-Velazquez et al.
(1997, 2000) como el mas virulento para la langosta, en bioensayos de
invernadero. Por otro lado, el aislamiento EH-498 (MaPL31) que se encontré como
el que produjo la mayor cantidad de conidios sumergidos en las condiciones
estudiadas, es uno de los aislados con virulencia media hacia la langosta, de
acuerdo a los bioensayos en invernadero llevados a cabo por Cano (2003).

El conocimiento de la fase de levadura puede proveer sefales para el uso mas
eficiente de los hongos entomopatdgenos, con implicaciones en la producciéon en
masa, uso en programas de control microbial y en estudios de virulencia.

Este trabajo contribuye de manera importante al conocimiento de las
condiciones basicas de produccion de propagulos fungicos de aislados de México,
que pueden incidir en la seleccion de un aislado particular como agente
microbiano para el control biolégico de la langosta, tomando en consideracion
también otros parametros basicos (virulencia) que aunados a estos resultados
llevarian a una seleccién segura del aislamiento en cuestion.

El fenémeno de dimorfismo a 37 °C encontrado para M. anisopliae var. acridum
por primer vez en este trabajo, propicié que la autora quisiera profundizar en el

tema, el cual es actualmente su proyecto de investigacién en la maestria.

50




CONCLUSIONES

X. CONCLUSIONES

>

El medio de cultivo liquido infusién de papa (IP), es el dptimo para la
produccién de blastosporas, por ser el que mostré la mayor produccion, el

mas econdémico y de facil preparacion.

El medio de cultivo liquido DEL, resulto ser el éptimo para la bkoduccién de

conidios sumergidos.

Las condiciones seleccionadas para obtener el mayor numero de

blastosporas son: 37 °C, sin agitacion.

Los 16 aisiamientos de M. anisopliae var. acridum, mostraron diferencias
significativas (P < 0.01) en el tiempo y concentraciéon en que se producen
los propagulos fungicos.

El aislamiento EH-502 (MaPL40) es el mayor productor de blastosporas.

El aistamiento EH-498 (MaPL31) es el mayor productor de conidios.

El! mayor productor de blastosporas, es también el menor productor de
conidios. En este aislamiento el nimero de blastosporas es inversamente

proporcional al de los conidios.

En los 16 aislamientos estudiados, no existieron diferencias significativas

(P > 0.01) en el tamafio de los conidios.
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ANEXOS

Xil. ANEXOS

Anexo |. Tiempo (h) y nimero de blastosporas (N° X 10%/ml) de 15 muestras de
los 16 aislamientos de M. anisopliae var. acridum durante 120 h de incubacion.
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ANEXOS

Anexo 2. Tiempo (h) y nimero de conidios (N° X 10%/ml) de 15 muestras de los 16
aislamientos de M. anisopliae var. acridum, a partir de 48 h y durante 120 h de

incubacion.

EH-483 Muestra 48 h 72 h 96 h 120 h

1 58 18 44 14
2 67 16 46 26
3 66 20 38 42
4 56 14 58 28
5 63 24 58 38
6 43 24 68 30
7 0. 24 -
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ANEXOS

Anexo 3. Figuras de produccion de blastosporas (N° X 10%ml) en los16
aislamientos de M. anisopliae var. acridum durante 120 h de incubacién,
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Anexo 4. Figuras de nimero de conidios (N° X 10%mi) en los16 aislamientos de
M. anisopliae var. acridum, a partir de 48 h y durante 120 h de incubacion.
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