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RESUMEN

El dafio causado por los insecticidas quimicos aplicados para combatir plagas
agricolas plantea la necesidad de buscar alternativas de control biolégico mas
seguras desde el punto de vista ambiental. Una alternativa favorable de control
biolégico es la utilizacion de agentes microbianos producidos a gran escala, como
el hongo Metarhizium anisopliae var. anisopliae para el control de la mosca pinta o
salivazo de los pastos (Homoptera: Cercopidae). En este estudio, se probaron 10
medios de cultivo liquido y diferentes condiciones de cultivo, como agitacion,
temperatura y pH, para la fase de produccion de propagulos fungicos. La
composicion de los medios determiné el tipo de propagulos producidos. De estos
medios, el mayor productor de propagulos fungicos fue ei de infusién de papa (IP)
y las condiciones o6ptimas fueron agitacion (110 rpm) y temperatura a 28 °C,
mientras que el pH no fue relevante. Este medio se ensay6 en 19 aislamientos de
M. anisopliae var. anisopliae obtenidos de la mosca pinta en México. Entre los
aislamientos hubo diferencias significativas (P < 0.01). El EH-469/6 fue el mayor
productor de conidios sumergidos (107 X 10°/ml) a las 24 h, mientras que el EH-
474/6 fue el mayor productor de blastosporas (38.4 X 10°ml) a las 96 h de
incubacion. De acuerdo con lo reportado en la bibliografia se contaron como
blastosporas los propagulos fungicos producidos por gemacion y de origen
endogeno. El tamafo de los conidios sumergidos de los aislamientos con mayor
(EH-469/6), media (EH-479/2) y menor (EH-471/3) concentracion fue de 7.1 +
0.79,7.5+0.19y 7.49 + 0.18 um, respectivamente, y se mantuvo dentro del rango
encontrado para los conidios aéreos. El tamafo de las blastosporas de los
aislamientos de mayor (EH-474/6), media (EH-471/3) y menor (EH-172)

produccion fuede 8.8 +1,9.24 +y 9.7 + 0.49 um, respectivamente.



I. INTRODUCCION

El impacto ambiental negativo causado por el uso de insecticidas quimicos en
todo el mundo deja un saldo anual de casi un millén de personas afectadas por los
residuos toxicos. Estos afectan las actividades de la microflora del suelo, lo que
obliga a cuestionar sobre el uso seguro de los plaguicidas quimicos en el control
de plagas agricolas (Desphande, 1999).

El uso frecuente y excesivo de estas sustancias ha dado como resultado, en
ciertas especies de insectos, el desarrollo de resistencia a una amplia gama
(Ibrahim et al.,, 2002). El dafio causado por los plaguicidas organoclorados al
ambiente ha desembocado en la restriccion de su uso. En Asia, el chapulin pardo
Nilaparvata lugens, una plaga seria del arroz, incrementd su resistencia a estos
quimicos. El resurgimiento de esta plaga debido al uso indiscriminado de
insecticidas de amplio espectro provocé un decreto presidencial prohibiendo el uso
de 57 productos (Humphreys et al., 1989). Productos como el dieldrin fueron
reemplazados por otros mas ‘“seguros’, entre los que se encuentran
organofosfatados como el fenitrotion y el malation, que tienen poca persistencia
ambiental y por lo tanto se deben aplicar en tratamientos repetidos sobre areas
grandes; irbnicamente, esto ha causado mas dafio ambiental que los tratamientos
con organoclorados (Lomer et al., 2001). En México, a finales de los afos 60’s, el
gusano del algodén, Heliothis armigera, se hizo resistente a los insecticidas
organofosfatados, y aun cuando a finales de los afnos 70°s, un nuevo producto
piretroide gané fuerte apoyo entre los productores de algodén, en un periodo corto
de tiempo el gusano desarrolié resistencia, aumentando asi en 40% el costo global
del control de insectos (Desphande, 1999).

Se ha demostrado que los plaguicidas quimicos merman poblaciones de
especies que pueden ser depredadores naturales de la plaga. En 1994, Murphy et
al. revisaron la toxicidad de los utilizados con mas frecuencia en langosta y
encontraron que entre 45 y 55% de los registros, los quimicos mostraron tasas de
mortalidad de mas del 90% en especies no blanco.

Actualmente, la investigacion hacia métodos alternativos de estrategias

benignas para el control de plagas se ha incrementado significativamente (Butt et



al., 2001). En los ultimos afos ha surgido el manejo integrado de plagas (MIP), un
sistema de apoyo para la decision en la seleccion y uso de tacticas de control de
plagas, individuales o coordinadas, dentro de una estrategia de manejo basada en
un analisis de costo-beneficio, tomando en cuenta el interés e impacto en los
productores, en la sociedad y en el ambiente (Eilenberg et al., 2001). EI MIP
involucra opciones de control menos agresivas ambientalmente, combinando
técnicas como métodos culturales, enfermedades especificas del insecto,
variedades resistentes, insectos estériles, atrayentes, control bioldégico y
aplicaciones de plaguicidas quimicos selectivos que puedan contribuir al control de
la plaga (Garcia & Byerly, 1995).

Dentro de estas opciones, el control biolégico es una de las alternativas con
mas posibilidades de aplicacion, ya que contribuye a la sustentabilidad de los
agroecosistemas y puede ser utilizado junto con otras estrategias de control
(Quimby et al., 2002). En este tipo de control se utilizan virus, bacterias,
semioquimicos y hongos, principalmente. Los virus presentan ciertas desventajas,
como: desactivacion rapida en el ambiente, la necesidad de un hospedero vivo
para su reproduccion, ademas de que son efectivos sélo cuando se ingieren, y la
duracién de la ingestion de una dosis letal hasta su muerte bajo condiciones de
campo es de 3 a 15 dias. Los agentes bacterianos que son efectivos después de
su ingestion, tienen una amplia gama de hospederos y deben ser utilizados
cuidadosamente para que no tengan impacto en poblaciones no blanco. Los
semioquimicos (sustancias quimicas utilizadas en la comunicacion entre los
organismos vivos) son utilizados en el manejo de plagas para ayudar en el control
biolégico (Tadeu, 2001).

Los agentes fungicos son los mas prometedores porque presentan diferente
modo de accién: actian por contacto y no necesitan ser ingeridos, ademas
pueden ser producidos en masa facilmente y son relativamente especificos. Una
amplia gama de hongos de al menos 90 géneros y mas de 700 especies han sido
identificados como entomopatogenos; géneros como Metarhizium, Beauveria,
Verticillium, Paecilomyces, Nomuraea, Entomophthora, Neozygites, Pythium, e

Hirsutella entre otros, se encuentran comunmente en la naturaleza (Desphande,



1999). El alto grado de especializacion que presentan los hongos
entomopatégenos hacia un hospedero debié haber evolucionado de forma
independiente varias veces debido a la enorme diversidad de insectos (St. Leger,
1997).

El mecanismo de infeccién del hongo comienza con la adhesion del conidio a la
cuticula del insecto y su posterior germinacion, desarrollando un apresorio que se
une a la cuticula y que forma clavas de penetracion que entran en ésta (Fig. 1), la
invasion involucra actividades fisicas y enzimaticas (Clarkson & Charnley, 1996).
El siguiente paso es la colonizacién del hospedero, inicialmente a través de
blastosporas o cuerpos hifales que se multiplican por gemacién en el hemocele
(Goettel & Inglis, 1997). Se ha reportado que los cuerpos hifales de varios
entomopatdégenos no son ingeridos por los hemocitos fagociticos del hospedero
debido a que carecen de los epitopes de superficie requeridos para su
reconocimiento (Hayek & St. Leger, 1994), y que los cuerpos hifales que llegan a
ser ingeridos en una etapa temprana del proceso de infeccidon no son destruidos,
por lo que crecen y se multiplican dentro de la célula (Vilcinskas et al., 1997). La
muerte del insecto se presenta a los pocos dias. El ciclo del hongo se completa
con la emergencia del hongo del insecto y la posterior producciéon de conidios para
su liberacién (Roberts & Humber, 1981).

Apresorio

Epicuticula

Clava de penetracidn

Procuticula

Epidermis

Blastospora
Hemolinfa

Figura 1. Penetracion cuticular de los hongos entomopatégenos. Modificado de Charnley & St.
Leger, 1991.



Una de las plagas que afecta cultivos de importancia econémica en México
(Fig. 2) y en otros paises del mundo es la mosca pinta o salivazo de los pastos
(Homoptera: Cercopidae). Es conocida también como cigarrinha en Brasil y
candelilla en Venezuela (Coronado, 1978). Esta plaga esta conformada por un
grupo diverso que incluye docenas de especies de al menos 11 géneros (Peck et
al., 2001) que se alimentan del xilema de las plantas, afectando cultivos como
cafia de azlcar (Saccharum officinarum), diferentes especies de pastos forrajeros
(Tabla 1), arroz (Oryza sativa) y maiz (Zea mays) (Martin et al., 1985).

® Estados productores de cafa de

azucar
+ Estados ganaderos

Figura 2. Estados cafieros y ganaderos de la Republica Mexicana con presencia de mosca pinta
(Homoptera: Cercopidae).

Tabla 1. Pastos forrajeros afectados por la mosca pinta (Coronado, 1978).

Nombre comun Nombre cientifico
Zacate pangola Digitaria decumbens
Zacate aleman Echinochloa polystachia
Zacate para Panicum barbinabe
Zacate guineo P. maximum

Zacate cortador Paspalum virgatum
Zacate jaragua Hyperrhenia rufa
Zacate elefante Pennicetum purpureum
Zacate gramma Bouteloua eripoda

Paspalum orbiculatum




En Trinidad y otras regiones caribefias, el salivazo, especificamente la especie
Aeneolamia varia saccarina, devasto la industria de la cafa de azucar a_ﬁnales del
siglo XIX. En Venezuela esta plaga caus6 grandes peéerdidas en esta industria por
lo que su control se implement6 en 1986. En la actualidad, en este pais la mayoria
de los productores de cafia de azucar utilizan el control biolégico para combatir la
plaga; ademas existe un programa de MIP llamado Programa Inter-Institucional de
Combate de la Candelilla y el Taladrador (PICANTA) desde 1984, que establece
un plan de trabajo incluyendo el monitoreo, la liberacién de parasitoides y la
aplicacion de entomopatégenos para cada area azucarera (Ferrer, 2001). En
Brasil, las plantaciones de cafa de azucar presentan un diverso complejo de otras
especies cercopideas (Magalhaes et al., 1987; Price et al., 1995, Pires et al.,
2000), y en Ecuador y Centroamérica esta plaga se ha incrementado en la ultima
década. Actualmente, el sureste de Estados Unidos sufre dafos causados por
Prosapia bicincta a pastos forrajeros y ornamentales, principalmente. En
Colombia, en 1999 se registr6 por primera vez en pastizales la presencia de
Prosapia simulans. En el primer registro, en junio de 1999, se encontré una sola
hembra junto con individuos de la especie local de salivazo, Zulia carbonaria, y un
mes después se reportd una abundancia de 46.9 ninfas/m?. Posterior a la
observacion de esta gran cantidad de insectos, se detectaron cuatro poblaciones
adicionales que persistieron hasta varios meses después. Aunque la presencia de
P. simulans en Colombia y Venezuela puede ser atribuida a poblaciones
endémicas con pocos individuos, se cree que no es asi, ya que esta especie
presenta una coloracion caracteristica y se encontré en una zona de actividad
agricola importante en la regiéon, por lo que debio haber sido registrada con
anterioridad. Alternativamente, P. simulans pudo haber llegado por dispersion
natural o humana (Peck et al., 2001).

En México, esta plaga incluye diversos géneros (Tabla 2) y el mas importante
es Prosapia, que se encuentra comunmente en los pastos ganaderos, y la
principal especie causante de dafio es P. bicincta. El otro género, Aeneolamia, se
encuentra comunmente en cafia de azucar, representado principalmente por A.

contigua (Flores,1994). Ambos géneros presentan tres estadios durante su ciclo



de vida: huevecillo, ninfa (que comprende cuatro estadios) y adulto (Fig. 3). El
ciclo comienza con el apareamiento de los adultos a finales de octubre o principios
de noviembre, y su posterior oviposicion. Estos huevecillos son llamados
invernantes o de estivacion porque permanecen enterrados aproximadamente 6
meses. Después de dos semanas del establecimiento de las lluvias los huevecillos
eclosionan; una vez que han alcanzado el estadio adulto, pueden copular desde el
segundo dia de su emergencia y poco después se inicia la segunda generacion de
la plaga. Si las condiciones son favorables, para septiembre o mediados de
octubre tiene lugar la tercera generacién (Riess & Flores, 1976).

Tabla 2. Lista actualizada de las especies y subespecies de mosca pinta
existentes en México (Flores, 1994).

Aeneolamia - Prosapia
A. contigua Walker P. bicincta Say
A. contigua campechana Fennah P. bicincta angustata Walker
A. contigua santa-rosae Fennah P. tepeana Fennah
A. albofasciata Llallemand P. simulans Walker

A. Vilior Fowler

Figura 3. Ciclo de vida de la mosca pinta. A: huevecillos; B: ninfa con cuatro estadios, y C: adulto.




Las ninfas de la mosca pinta no causan dafos importantes a la planta porque
viven entre el tronco y el suelo, chupando las raicillas superficiales, a menos que
el grado de infestaciéon sea alto. Su aspecto es de un salivazo y de ahi su nombre
comun, salivazo de los pastos (Fig. 4). Una vez que pasan al estadio adulto suben
al follaje donde causan el mayor dafio. Las plantas infestadas presentan un color
café obscuro y necroético; en ciertas especies y variedades de pastos se ha
observado un acentuado enanismo de las plantas afectadas (Coronado, 1978). Se
ha visto que una densidad mayor de 10 insectos por planta puede causar una
merma de 3 a 6 t/ha de cana (Flores, 1985).

La mosca pinta comenzd a extenderse en 1951 por diversos ingenios
azucareros de la vertiente del Golfo de México y en muchas areas de pastos
forrajeros. Para 1955 se reportaron infestaciones alarmantes en la region de las
huastecas. El 10 de julio de 1961 se declaré de utilidad publica su prevencion y
combate. Actualmente causa dafnos a 100,000 ha de cafa de azucar y 2,000,000
ha de pastos, y no existe un programa permanente de prevencion. El control
quimico de la plaga en México se basa en plaguicidas como Servin, Malation
(Flores, 1994), Furadan o Nuvacron (Sanchez, 1997). En el caso de los pastos, la
practica cultural de mayor eficacia es una combinaciéon de plaguicidas quimicos,
fertilizante y chapeado. Este ultimo consiste en no permitir que el crecimiento de
los pastos rebase cierta altura y generalmente se realiza con un sistema de
pastoreo intensivo (Coronado, 1978).

El control biolégico de esta plaga se enfoca principalmente en la utilizacion del
entomopatoégeno Metarhizium anisopliae (Metch.) Sorokin, un hongo mitosporico
con distribucién cosmopolita del cual s6lo se conoce la fase asexual. Presenta
fialoconidios compactados y columnas regulares de conidios debido a la
agregacion de los conidos cilindricos (Fig. 5). Las colonias tienen diferentes
tonalidades de verde obscuro, algunas veces de color sepia o isabelino (Domsch
et al., 1980). Este hongo ha sido considerado también como un agente de control
biolégico con potencial contra otros insectos, en especial afidos (Inyang et al.,
1999; Ibrahim et al., 2002), garrapatas (Guedes et al., 2000; da Costa et al., 2001,
Benjamin et al., 2002; Rodrigues et al., 2001) y termitas (Wraight et al., 2001).



También ha sido utilizado en programas de control de plagas agricolas en varios
paises (Braga et al., 2001). Ademas, se ha demostrado el uso potencial de una
cepa de M. anisopliae, desarrollada en el Centro Internacional de Fisiologia y
Ecologia de Insectos en Kenya, como agente de control de trips (Trips), en donde
su aplicaciébn semanal provee un control comparable al obtenido con insecticidas
quimicos (Maniana et al., 2001).

Figura 4. Aspecto del salivazo de los pastos.

Figura 5. Conidiéforos en empalizada con conidios catenulados,
basipetos y cilindricos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae,
vistos en contraste diferencial de Nomarski.



Il. ANTECEDENTES

La utilizacion de hongos entomopatégenos en el control de plagas esta
reportada desde hace ya muchos afnos. Debido a que en una amplia variedad de
insectos plaga ya se habian observado epizootias de enfermedades fangicas en el
campo, se intentd iniciarlas artificialmente. Los primeros de estos intentos fueron
hechos por Metchnikoff en 1879 y Krassilstchik en 1888, utilizando la produccion
de conidios en masa de M. anisopliae var. anisopliae contra la larva del abejorro
del trigo, Anisoplia austriaca, y el gorgojo de la cafia de azucar, Cleovius
punctiventris, respectivamente. Casi al mismo tiempo, en 1880, se inici6 un
proyecto en Estados Unidos para controlar una plaga que afectaba a cereales,
utilizando al entomopatdégeno Beauveria bassiana. Desafortunadamente este
proyecto no estaba apoyado por un trabajo experimental y no alcanz6 el nivel
esperado de control de la plaga (Roberts & Humber, 1981). Es s6lo en los ultimos
anos que los agentes microbianos han recuperado importancia en los proyectos
de control de insectos plaga.

Como parte del manejo integrado de plagas, Metarhizium anisopliae se utilizd
con gran éxito en 1968 en las Islas Tongatapu del Sur del Pacifico y Oeste de
Samoa contra el escarabajo rinoceronte (Coleoptera: Scarabaeidae), que llegé a
estas islas en 1930 y atac6 a los cocoteros recién plantados, masticando las
raices jovenes (Kendrick, 1992).

En México, de los diversos hongos que se han encontrado parasitando a la
mosca pinta, se han realizado pruebas de infectividad y toxicidad en tres: Erynia
neoaphidis, Conidiobolus major (Toriello & Mier, 1985) y M. anisopliae var.
anisopliae (Toriello et al., 1999). Estas pruebas demostraron la inocuidad de los
tres hongos frente a las especies de animales estudiados, pero ha sido M.
anisopliae var. anisopliae con el que se ha continuado la investigacion para su
aplicacion como agente microbiano, por presentar la mayor facilidad en su
mantenimiento y produccion (Navarro-Barranco et al., 2002).

Las primeras acciones para la implementacion del control microbiano de mosca

pinta con M. anisopliae var. anisopliae en México, fueron reportadas en 1992 por



- Morales y Alatorre en Berlanga-Padilla & Hernandez-Velazquez (1999) en Cd.
Mante, Tamaulipas. En 1993, el Centro Nacional de Referencia de Control
Biolégico (CNRCB) efectué trabajos de validacion de las técnicas de produccion
masiva y evaluacion en el campo. En ese mismo afo, se inicié la busqueda de
especimenes del hongo en diferentes regiones caferas, con la finalidad de contar
con el mayor numero de genotipos del hongo y seleccionar el que combinara las
mejores caracteristicas para controlar al insecto bajo condiciones de campo.

Actualmente, paises como Alemania, Australia, Brasil, Costa Rica, Estados

-Unidos, Suiza, Trinidad y Tobago, Venezuela y México, utilizan a Metarhizium
anisopliae var. anisopliae para el control del salivazo de los pastos. Algunos de
estos paises con productos ya registrados o con bajo desarrollo comercial, como
se observa en la Tabla 3 (Wraight et al., 2001).

La eficiencia de un agente de control biolégico esta estrechamente relacionada
con el potencial para producir el in6culo, ya sea en medio liquido o sélido (Magan,
2001). En el caso de los hongos entomopatégenos, uno de los sistemas para la
produccion de conidios se realiza en un sistema bifasico, primero con la
produccion de micelio en medio liquido y posteriormente una conidiacion aérea en
un sustrato sélido. Las ventajas en la utilizaciéon de un inéculo producido en cultivo
liquido son: 1) el aumento de la competitividad del hongo, reduciendo el riesgo de
colonizacion del sustrato por microorganismos contaminantes; 2) la colonizacién y
la conidiaciéon son mas rapidas, por lo tanto se reduce el tiempo de incubacion y se
economiza espacio; 3) la etapa de cultivo liquido puede actuar como un filtro de
contaminantes que pudieran estar presentes en el cultivo original; 4) se asegura
una completa extensién de las particulas del substrato sélido, resultando en un
crecimiento homogéneo (Jenkins et al.,1998).

En la produccion en masa de hongos entomopatogenos, la utilizacion de un
sistema bifasico brinda la posibilidad de tener una mayor produccion de
propagulos sumergidos (Jenkins et al., 1998). En medios de cultivo liquido,
utilizados en la primera etapa, se ha reportado en general que los
entomopatdgenos crecen rapidamente como micelio o como blastosporas (Vega et

al., 1997). Una caracteristica del crecimiento fungico en estos medios es que
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algunos aislamientos tienden a desarrollarse particularmente como pelotillas de
micelio (pellets) formadas por una colonia esferoidal (Ulloa & Hanlin, 2000). La
morfologia puede variar dependiendo de la cepa o del aislamiento, por la
composicion del medio de cultivo o por las condiciones ambientales (Inch et al.,
1986; Kleespies & Zimmermann, 1992; Jenkins & Prior, 1993). Por lo tanto, es de
fundamental relevancia el estudio de los medios de cultivo liquidos donde se
puedan producir mejor los propagulos fungicos de aislamientos de este hongo de
la region donde van a ser utilizados. En este caso, serian los aislamientos de
México de diferentes estados de la Republica.

Tabla 3. Agentes microbianos entomopatégenos basados en Metarhizium
anisopliae, registrados o con bajo desarrollo comercial para el control de plagas.

Marca Registrada = Compariia o Pais  Ingrediente activo Formulacién  Principales plagas

blanco
Bio-Blast EcoScience, E.U. Conidios PH Termitas
BioGreen Bio-Care Conidios G Abejorro pelirrojo
Technology,
Australia
Bio-Path EcoScience, E.U. Conidios TC Cucarachas
BIO 1020 Bayer AG, Alemania Micelio G Gorgojo negro de la
vid
Cobican Probioagro, Conidios PH Salivazo de la cafa
Venezuela de azucar
Plan Terra-Produtos
Metabiol Biotecnolbgicos, Conidios PH Salivazo de los
Brasil pastos
Metarhizium Eric Schweizer
Schweizer Seeds, Suiza Conidios GITC Gusano blanco
Metarril Plan Terra, Brasil Conidios PH Salivazo de la cafa
de azucar

Picudo del algodén
Meta-Sin Agrobionsa, México Conidios PH y chile, barrenador
de la cafa, salivazo

G= granular; PH= Polvo humectable; TC= todo el cultivo.
Adaptada de: Wraight et al., 2001.
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lll. JUSTIFICACION

Debido al gran dafo causado a la salud humana y a los ecosistemas por los
insecticidas quimicos, es necesaria la busqueda de opciones menos dafinas y con
menor impacto ecolégico. Dentro de estas opciones se encuentra el control
biolégico mediante la produccién a gran escala de hongos entomopatégenos para
su aplicacion en el campo agricola. El potencial comercial de los
entomopatégenos se encuentra limitado a aquellas especies que son
reproducibles en masa en medios relativamente baratos. La produccion a gran
escala de conidios de hongos para su uso como agentes microbianos se realiza
en general mediante un sistema bifasico, primero en medio de cultivo liquido y
posteriormente en un sustrato solido. En términos industriales, la produccion inicial
del hongo en medio de cultivo liquido tiene el potencial de una producciéon a un
costo y tiempo mucho menores. Este trabajo pretende la optimizacién de un medio
liquido que promueva el crecimiento rapido de propagulos fungicos de diferentes
aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae de México, ya que éste es
uno de los pasos primordiales en el desarrollo de un procedimiento de produccion

en masa.
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IV. HIPOTESIS
El medio de cultivo liquido ideal y las condiciones éptimas de crecimiento
presentaran la mayor produccion de propagulos fingicos en aislamientos de

Metarhizium anisopliae var. anisopliae de México.

V. OBJETIVO GENERAL

Obtener el medio de cultivo liquido ideal y las condiciones optimas de
crecimiento para la seleccion de los aislamientos con mayor produccién de
propagulos fungicos de M. anisopliae var. anisopliae de aislamientos de la mosca

pinta (Homoptera: Cercopidae) de México.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

e Ensayar medios de cultivo liquido con material industrial para la obtenciéon
de propagulos fungicos de M. anisopliae var. anisopliae.

e Seleccionar el mejor medio de cultivo y las condiciones 6ptimas con
mayor produccion de propagulos fungicos de M. anisopliae var.
anisopliae.

e Realizar curvas de producciéon con numero de propagulos fungicos para
cada aislamiento del hongo.

e Comparar y seleccionar los aislamientos del hongo que presenten la
mayor facilidad y el menor tiempo en la produccion de propagulos

fangicos.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Aislamientos fingicos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae

Los 19 aislamientos fungicos evaluados se obtuvieron de la coleccion del
Centro Nacional de Referencia de Control Biologico (CNRCB), Tecoman, Colima,
y de la coleccion del Laboratorio de Micologia basica de la Facultad de Medicina

de la UNAM. Las caracteristicas de los aislamientos se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Datos de los aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae de la
mosca pinta (Homoptera: Cercopidae).

Aislados fangicos

CNRCB* UNAM Insecto hospedero  Plaga de cultivo Origen
Tuxtepec, Oaxaca,
EH-172* Aeneolamia sp. Cana de azucar MX
EH-346* Trialeurodes sp. Berenjena Guatemala
EH-347* Tnialeurodes sp. Berenjena Guatemala
MaZC1A EH-465/8** Aeneolamia sp. C. azucar Veracruz, MX
MaZC2N EH-466/2** Aeneolamia sp. C. azucar Veracruz, MX
MaGB2A EH-468/1** Aeneolamia sp. C. azucar Veracruz, MX
MaGB3A EH-469/6** Aeneolamia sp. C. azucar Veracruz, MX
MaGB4 EH-470/6** Aeneolamia sp. C. azucar Veracruz, MX
MaNL18 EH-471/3** Aeneolamia sp. C. azlcar S.L. Potosi, MX
MaNP1 EH-472/6** Aeneolamia sp. C. azucar S.L. Potosi, MX
MaNL1 EH-473/4** Aeneolamia sp. C. azucar S.L. Potosi, MX
MaNL2 EH-474/6** Aeneolamia sp. C. azlcar S.L. Potosi, MX
MaNM1 EH-475/2** Aeneolamia sp. C. azicar S.L. Potosi, MX
MaNM2 EH-476/3** Aeneolamia sp. C. azucar S.L. Potosi, MX
MaOPS1 EH-477/5** Aeneolamia sp. C. azucar Oaxaca, MX
MaOPS2 EH-478/1** Aeneolamia sp. C. azucar Oaxaca, MX
MaMV EH-479/2** Aeneolamia sp. C. azucar Veracruz, MX
MaBA EH-481/1** Aeneolamia sp. C. azucar Veracruz, MX
MaPA1 EH-482/8** Aeneolamia sp. C. azicar Tuxtepec, Oaxaca,
MX

*Cultivos polispéricos; ** cultivos monosporicos derivados del original respectivo.

14



Suspensiones conidiales

En este estudio se utilizaron conidios provenientes de cultivos monospoéricos
mantenidos en conservacion en agua destilada, aceite mineral y nitrégeno liquido
a —-196°C (Navarro-Barranco et al, 2001). Para los diferentes ensayos, los
conidios se sembraron en tubos de cultivo con medio APD (infusion de papa
blanca 30%, dextrosa 2%, agar 1.5%) y se incubaron a 28 °C durante 7 dias. Para
la realizacion de las suspensiones conidiales, a cada tubo se agregaron 3 ml de
Tween 80 estéril al 1%, y se separaron los conidios utilizando un asa micologica
evitando transferir el micelio. La suspension obtenida se ajusté a una
concentracion de 1 X 10° conidios/ml para su siembra posterior en el medio de

cultivo especifico.

Seleccion del medio de cultivo

La seleccion del medio de cultivo liquido se realizd ensayando 10 medios
diferentes reportados en la literatura, mostrados en la Tabla 5 con los
componentes respectivos:

e Medio Adamek, originalmente descrito para la produccion de esporas
sumergidas de Metarhizium anisopliae (Stephan & Zimmermann, 1998).

e DEL, reportado para producciéon de conidios sumergidos (Jenkins & Prior,
1993).

e Infusibn de papa (IP), utilizado como prueba al observar propagulos
fangicos de Metarhizium anisopliae var. acridum en APD (Toriello, com.
pers.).

e |P con asparagina; esta ultima es una fuente de nitrogeno que enriquece el
medio y se utiliza para mayor produccion de células de levaduras en hongos
patégenos del hombre.

¢ |P modificado, adicionado con glucosa para reducir la actividad del agua y
favorecer la formacion de propagulos fungicos (Kleespies et al., 1992).

e Medio Jackson, para producir blastosporas tolerantes a la desecacion en

Paecilomyces fumosoroseus (Jackson et al., 1997).
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e Paris, medio sintético probado con Beauveria brongniartii, en el que se
reporta la obtencion de blastosporas (Vidal et al.,1998).

e Vogel, probado para Metarhizium anisopliae (Humphreys et al., 1989).

e Vogel modificado, utilizado para la obtencién de blastosporas de B.
bassiana (Humphreys et al., 1989).

e YG, utilizado para la produccion en masa de blastosporas de B. bassiana
(Humphreys et al., 1989).

Tabla 5. Componentes (g/L) de los medios ensayados para la produccion de
propagulos fungicos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

IP con IP

modificado Paris

Adamek DEL |IP Jackson Vogel Vogel YG

modificado

Ingredientes asparagina

KH;PO,
MgS0,7H;0
Na;HPO,12H,0
FeS0.,7H.0
M0501H20
ZnS0O,7H:0
CoClL6EH,0

KCI

CaCl,

NHNO,

NH.SO,
Casaminoacidos
Glucosa
Asparagina

Infusion de maiz
Peptona de caseina
Extracto de levadura
Infusién de papa
Mezcla de vitaminas
Tween 80

PEG 200

(5, 00.% BRI

2
0.3
- 0.05
- 0.016
- 0.014
0.037

0.4
- 13.2
80 80

700 -
- 3.15

0.36
0.60
1.42
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Ensayos preliminares

Para las pruebas preliminares con los distintos medios se utilizo el aislamiento
EH-473/4. Las condiciones de cultivo ensayadas para la seleccién del medio
fueron: temperatura a 28 y 37°C; agitacion a 110 rpm y sin agitacion; pH inicial
ajustado a 7 y sin ajustar.

No fue necesario probar todas las condiciones para todos los medios ya que

estas se fueron descartando conforme a las observaciones en ciertos medios.
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Siembra y muestreo para la seleccion del medio de cultivo
A matraces erlenmeyer con 75 ml de medio de cultivo estéril se adiciond 1
ml de una suspensién conidial en Tween 80 estéril al 1 %, obteniendo una
concentracion final de 1 X 10° conidos/ml, y se incubaron bajo las condiciones
anteriormente descritas. La observacién cualitativa de la morfologia de los
propagulos se realizé tomando una muestra cada 24 h. Cada tratamiento consistié
de un matraz del medio especifico con tres repeticiones y tuvo una duracién de 96
h.
El resultado de las pruebas preliminares mostré que el medio ideal para la
produccion de propagulos fungicos de este hongo fue Infusién de Papa (Solanum
tuberosum) en condiciones de agitacion a 28°C. Con este medio y condiciones de

cultivo se procedio a realizar los ensayos con todos los aislamientos.

Elaboracion del medio de cultivo seleccionado

El medio de cultivo seleccionado, IP, se elabord de la siguiente forma: para un
litro de medio, se pesaron 300 g de papa blanca, pelada y cortada en trozos. La
papa cortada se hirvié en 1 L de agua destilada hasta su coccion. La infusidon
obtenida de este procedimiento fue filtrada varias veces en capas dobles de gasa
para eliminar los residuos de papa. A la infusién resultante se agregaron 20 g/L de
glucosa (Drogueria Cosmopolita, México) y se aforé a 1 L. Al medio estéril se le
determinaron carbohidratos por el método de Dubois (Dubois et al., 1951) y
proteinas totales por la técnica de Lowry (Lowry et al.,1951).

Siembra, condiciones y procedimientos de muestreo del medio seleccionado

Para cada uno de los 19 aislamientos de M. anisopliae var. anisopliae, se
adicion6 1 ml de una suspension de 1 X 10° conidios/ml a matraces con 100 ml del
medio IP, obteniendo una concentracion final de 1 X 108 conidios/ml. Los matraces
se incubaron en agitacion orbital a 110 rpm (Boekel Grant ORS 200, Boekel
Scientific, USA) a 28°C. La concentracion y morfologia de los propagulos fungicos

se determiné tomando 20 ml de muestra cada 24 h. La duracion del experimento
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se aumenté 24 h mas (120 h), ya que aun después de las 96 h se observo

produccion de propagulos.

Produccion de propagulos fungicos

Debido a la presencia de pelotillas de micelio (pellets), fue necesario hacer una
dilucién 1:1 y sonicar las muestras a 130 watts durante 7 min (Branson Sonifier
450, Branson Ultrasonics Corporation, USA) para poder determinar la
concentracion de propagulos fungicos. De cada muestra se tomaron cinco
alicuotas y se observaron a una magnificacion de 400 x en un microscopio CH-2
(Olympus Optical, Japén). Los propagulos se cuantificaron utilizando una camara
de Neubauer (Optik Labor, Alemania), obteniendo un total de 15 registros para
cada aislado a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. Con los datos obtenidos se realizaron las
curvas de crecimiento correspondientes y se determinaron los aislamientos con
mayor, media y menor produccién de propagulos fungicos. Al mismo tiempo, los
diferentes tipos de propagulos se fotografiaron utilizando una camara digital DP11

(Olympus) en un microscopio BX50 F-3 (Olympus).

Tamano de propagulos fungicos

La longitud y anchura de los propagulos de los aislamientos con mayor, media y
menor produccion se midié utilizando un micrometro ocular calibrado a una
magnificacion de 400 x, en un total de 15 propagulos para cada uno de los
aislamientos y en cada uno de los tiempos registrados (24, 48, 72, 96 y 120 h).

Analisis estadistico
Todos los datos obtenidos de la produccién y el tamano de los propagulos

fueron analizados por analisis de varianza (ANOVA) (o = 0.01).
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RESULTADOS

Vill. RESULTADOS

Ensayos preliminares

La comparacion cualitativa entre el crecimiento y la producciéon de propagulos
del aislamiento EH-473/4 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae con pH
ajustado a 7, y el pH original de algunos de los medios probados, no mostré
diferencias importantes (Tabla 6). La seleccion del medio de cultivo y de las
condiciones Optimas para la produccibn de propagulos fungicos en este
aislamiento se realizaron simultaneamente mediante una escala cualitativa de

cruces (Tabla 7).

Tabla 6. Crecimiento del aislamiento EH-473/4 en cuatro de los medios liquidos
probados, con pH ajustado a 7 y pH original del medio.

28°C a110rpm

Medio Horas
pH7 pH original*
P C B P C B
24 ++ ++ - ++ ++ “
48 ++ ++ + +++ ++ +
Adamek 72 +++ + + +++ + ++
96 +++ - + +++ - +
24 +4+ ++ - +++ +++ -
48 +++ ++ - ++4+ ++ -
DEL 72 +++ + - +++ ++ -
96 ++4+ + + +++ + +
24 ++ - - +++ - -
IP 48 +4+ + + +++ + ++
72 4+ + +++ ++ + +++
96 +++ - ++ +++ - E
24 - ++ = = ++
48 + + & + ++ =
Jackson 72 + + + + + +
96 ++ - + ++ - +

+ = cantidad baja de propagulos fungicos; ++ = cantidad media de propagulos fungicos; +++ = cantidad alta
de propagulos fungicos; - = sin propagulos fingicos.

* Medio Adamek pH = 5; medio DEL pH = 5.1; medio IP pH = 5.7; medio Jackson pH = 4.7.

P = pelotillas de micelio; C = conidios; B = blastosporas.

19



RESULTADOS

Tabla 7. Crecimiento de propagulos fungicos del aislamiento EH-473/4 de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae en los 10 medios de cultivo liquidos
probados.

Agitacién (110 rpm) Sin agitacién
Medio de Horas
cultivo 28° C 37° C 28° C 372C
P C B P & B P Cc B P Cc B
24 ++ ++ = - ++ - NR NR NR = ++ =
Adamek 48 oS ++ + - +4 - NR NR NR = g =
72 +++ + ++ + + - NR NR NR - ++ =
96 +++ = + + + - NR NR NR g ++ -
24 +++ 44+ - = ++ - = ++ - - ++ -
DEL 48 +++ ++ - - ++ - - ++ - - ++ -
72 +++ ++ - + ++ - + + - = ++ 4
96 +++ + + ++ + = + + - - ++ -
24 ++ - - - ++ - - ++ - - ++ =
1P 48 +4++ + ++ - ++ - - ++ - - ++ -
72 +++ + +++ + + - + + - - ++ =
96 +++ - ++ + + - + + - - ++ -
24 +t4 ++ = - +4+ - - ++ - - ++ -
1P con 48 +++ - + + ++ - - ++ - - ++ =
asparagina 72 +++ - + + ++ - + + - - ++ -
96 +++ - ++  ++ + - ++ + - - ++ -
24 ++ + - NR NR NR NR NR NR NR NR NR
P 48 ++ + - NR NR NR NR NR NR NR NR NR
modificado 72 ++ s = NR NR NR NR NR NR NR NR NR
96 +++ - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR
24 - +++ - - ++ - NR NR NR NR NR NR
Jackson 48 - ++ - - ++ - NR NR NR NR NR NR
72 + + + + + = NR NR NR NR NR NR
96 + - + + + - NR NR NR NR NR NR
24 ++ + - NR NR NR - ++ = NR NR NR
Paris 48 +++ + - NR NR NR - ++ - NR NR NR
72 +++ - - NR NR NR + + “ NR NR NR
96 +++ - = NR NR NR ++ + - NR NR NR
24 ++ + - - ++ - NR NR NR NR NR NR
Vogel 48 +++ ++ “+ - +4+ - NR NR NR NR NR NR
72 +++ + ++ - ++ - NR NR NR NR  NR NR
96 +++ - ++ + ++ - NR NR NR NR NR NR
24 ++ + - - ++ - NR NR NR NR NR NR
Vogel 48 +++ ++ + - ++ - NR NR NR NR NR NR
modificado 72 +++ + ++ + +4 - NR NR NR NR NR NR
96 +++ + ++ + ++ - NR NR NR NR NR NR
24 + = = NR NR NR NR NR NR NR NR NR
YG 48 + - + NR NR NR NR NR NR NR NR NR
72 + - #* NR NR NR NR NR NR NR NR NR
96 ++ - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR

+ = cantidad baja de propagulos fungicos; ++ = cantidad media de propagulos fingicos; +++ = cantidad alta
de propagulos fungicos; - = sin propagulos fingicos y NR = no realizado.
P = Pelotillas de micelio; C = Conidios; B = Blastosporas.
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El medio de cultivo Adamek presentd una gran cantidad de pellotillas de
micelio (pellets) muy compactas y de gran tamario a partir de las 24 y hasta las 96
h en agitacion a 28°C (Fig. 6); los propagulos fungicos (conidios, blastosporas y
cuerpos hifales) solo lograron observarse en la periferia de éstas. Por el contrario,
a 37°C con agitaciéon los conidios sembrados dificiimente germinaron y las
pelotillas reportadas presentaron una gran cantidad de conidios sin germinar. A
37°C sin agitacion los conidios no germinaron en ningin momento (Fig. 7). Por lo
tanto, en las cruces que aparecen en la Tabla 7 con y sin agitacion a 37°C, los
conidios observados fueron conidios que no germinaron. En cambio, en agitacion
a 28°C los conidios observados desde las 24 h fueron conidios sumergidos

(nuevos).

100 ym

Figura 6. Pelotilla de micelio en medio Figura 7. Conidios sin germinar en medio
Adamek con agitacién a 28°C, 48 h. Adamek sin agitacion a 37°C, 96 h.

El medio DEL mostré pelotillas muy compactas en agitacién a 28°C durante
todo el experimento (Fig. 8), y al igual que en el medio Adamek sélo fue posible
observar propagulos en la periferia; a esta misma temperatura pero sin agitacion
los conidios tardaron mas tiempo en germinar, se observaron pocas pelotillas y
muy laxas (Fig. 9). En agitacién a 37°C muy pocos conidios germinaron y las
pelotillas encontradas presentaron poco micelio (Fig. 10); a esta misma
temperatura sin agitacion no hubo germinacién de conidios. Las cruces que
aparecen en la Tabla 7 con y sin agitacion a 37°C y sin agitacion a 28°C,
corresponden a conidios no germinados. A partir de las 24 h, los conidios en

agitacion a 28°C fueron conidios sumergidos.
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100 pm

Figura 8. Pellotilla en medio DEL con Figura 9. Interior de una pellotilla laxa en
agitacion a 28°C, 72 h. medio DEL sin agitacion a 28C, 72 h.

20um. .

Figura 10. Conidios sin germinar y algunos
germinando en medio DEL con agitacion a
37°C, 48 h.

Al igual que en los medios anteriores, el medio IP presentd gran cantidad de
pelotillas en agitacion a 28°C, pero a diferencia de éstos, en IP se pudieron
observar gran cantidad de propagulos fungicos en el interior (Fig. 11); a esta
misma temperatura y sin agitacion, los conidios germinaron muy tarde y no
formaron pelotillas sino hasta las ultimas horas del experimento (Fig. 12). A 37°C
con agitacion, el poco micelio formado dio origen a estructuras de resistencia (Fig.
13), sin agitacion los conidios no germinaron (Fig 14). Las cruces reportadas con y
sin agitacion a 37°C y sin agitaciéon a 28°C corresponden a conidios que no
germinaron. Los conidios registrados a partir de las 24 h corresponden a conidios
sumergidos.
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150>

Figura 11. Propagulos en el interior Figura 12. Conidios germinados en
de una pelotilla formada en medio IP medio IP sin agitacion a 28°C, 48 h.
con agitacion a 28°C, 72 h.

18 pm

Figura 13. Estructura de resistencia Figura 14. Conidios sin germinar

(clamidospora) en medio IP con en medio IP sin agitacion a 37°C,
agitacion a 37°C, 60 h. 72 h.

En el caso del medio IP con asparagina en agitacion a 28°C se observé menor
cantidad de propagulos en el interior de los pellets que en el medio IP. A esta
misma temperatura y sin agitacion, al igual que a 37°C con y sin agitaciéon los
resultados obtenidos fueron iguales que en el medio IP. Las cruces reportadas con
y sin agitacion a 37°C y sin agitacion a 28°C pertenecen a conidios que no
germinaron. En el caso de los conidios con agitacion a 28°C las cruces pertenecen
a conidios sumergidos.

De acuerdo con los resultados hasta ahora mencionados, se observo que las
condiciones con y sin agitacion a 37°C y sin agitacion a 28°C no presentaron
formacion de propagulos fungicos, y por esta razén se fueron eliminando en
algunos medios (NR en la Tabla 7).

El medio IP modificado, enriquecido con glucosa (80 g/L), fue utilizado para
disminuir la actividad del agua con la finalidad de evitar la formacion de pellets y
aumentar la de propagulos (Kleespies & Zimmermann 1992). Lo que se observo
fue una disminucién en la formacién de pellets, pero al mismo tiempo la

produccion de los dos tipos de propagulos (conidios y blastosporas) fue nula. Las
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cruces que aparecen en la Tabla 7 corresponden a conidios que no habian
germinado hasta las 48 h.

El medio Jackson a 28°C en agitacion mostré una disminucion en la formacién
de propagulos y pelotillas (Fig 15). A 37°C en agitacion pocos conidios germinaron
y la formacién de pelotillas fue casi nula. Las cruces reportadas a los 37°C con y
sin agitacién corresponden a conidios sin germinar. A 28°C con agitacion, los
conidios observados son también conidios sin germinar ya que este medio retras6
la formacién de pelotillas y por lo tanto la germinacién y el crecimiento fueron mas

lentos.

20um

Figura 15. Micelio disperso
producido en medio Jackson
en agitacion a 28°C, 48 h.

Las pruebas realizadas con el medio Paris mostraron gran cantidad de pelotillas
y baja de propagulos. Sin agitacion y a 28°C no se observd la formacion de
propagulos nuevos.

Los medios Vogel y Vogel modificado presentaron el mismo comportamiento,
tanto en la formacion de abundantes pelotilas como en la produccién de
propagulos fungicos a 28 y 37°C en agitacién. Las cruces que se observan en
agitacion a 37°C corresponden a conidios que no germinaron. A 28°C con
agitacion los conidios observados fueron sumergidos.

En el medio YG, utilizado también para aumentar la produccién de propagulos
fungicos y disminuir la actividad del agua, la formacién de pelotillas compactas fue
menor, pero al mismo tiempo favorecié la produccién de micelio y disminuyo la

cantidad de propagulos fungicos (Fig. 16).
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Fg Peromil (oos o1 Thedie Y
en agitacion a 28°C, 48 h.
- Medio de cultivo y condiciones seleccionadas

Con base en los resultados obtenidos, el medio seleccionado para probarse en
los 19 aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae fue el medio IP por
presentar la mayor cantidad de propagulos fungicos. Las condiciones 6ptimas
fueron agitacion a 110 rpm y temperatura a 28°C.
Determinacion de carbohidratos y proteinas totales

La cantidad de carbohidratos del medio IP estéril, realizado por el método de
Dubois (Dubois et al., 1951), fue de 250 g/L, mientras que la de proteinas totales
realizada por el método de Lowry (Lowry et al., 1951) fue de 1.95 g/L.
Formacion de propagulos fungicos

Los aislamientos de M. anisopliae var. anisopliae utilizados en este experimento
presentaron tres tipos de propagulos: conidios sumergidos, blastosporas y cuerpos
hifales. Los conidios sumergidos se produjeron de forma diferente a la
conidiogénesis aérea, es decir, no formaron cadenas de fialoconidios emergiendo
de manera terminal en fidlides elongadas, como se observa en medios de cultivo
solidos; en vez de esto, se formé sélo un conidio en la parte terminal de la hifa
(Fig. 17-A) o en la parte lateral de la hifa en un septo (Fig. 17-B). Es importante
mencionar que de acuerdo con lo reportado en la literatura (Inch et al., 1986;
Kleespies & Zimmermann, 1992; Jackson et al., 1997; Vidal et al., 1998;
Deshpande 1999; Fargues ef al., 2001), se contaron y midieron como blastosporas
los propagulos producidos de forma endégena, por gemacion (Fig. 17-C) o por
fision binaria (Fig. 17-D). Los cuerpos hifales se encontraron en menor

concentracion que los conidios y las blastosporas; estas estructuras fueron muy
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alargadas, de longitud variable y se formaron por desprendimiento en los septos
de las hifas (Fig. 17-E y F).

15 um

© 15 pm

Figura 17. Propagulos fungicos del aislamiento EH-469/6. (A) Conidio sumergido creciendo en la parte
terminal de una hifa. (B) Conidio sumergido en la parte lateral de una hifa. (C) Blastosporas de origen
endogeno (flecha delgada) y por gemacion (flecha gruesa) y (D) Propagulo con division. (E) Formacion de
cuerpo hifal (flecha) y (F) cuerpo hifal separado de la hifa.
Produccion de propagulos fungicos en medio IP

Los datos de produccion para los 19 aislamientos se muestran por tipo de
propagulos fangicos. En la Tabla 8 se muestra la produccion de conidios
sumergidos. Entre los aislamientos se encontré una gran variaciéon en la
produccion; el aislamiento EH-469/6 presenté la mayor producciéon de conidios
sumergidos, registrando una concentracién de 107 x 10°/ml a las 24 h de
transcurrido el experimento, es decir, 10 veces mayor que la concentracion inicial,
y fue la mayor de este aislamiento a lo largo del experimento permaneciendo con
la mayor produccién sobre los demas hasta las 72 h. El seguimiento de la
transicion en este aislamiento desde los conidios sembrados al inicio (0 h) y su
observacion microscépica cada 24 h hasta 120 h se presenta en la Fig. 18. A las
24 h después de haber sido sembrados, los conidios ya habian germinado,
presentando gran cantidad de micelio y pelotillas no muy compactas. La formacién
de gran cantidad de conidios sumergidos se observé a partir de las puntas hifales,
a lo largo del micelio y en algunos casos a partir de cuerpos hifales. La presencia

de blastosporas y una gran disminucion de conidios sumergidos se observo a las
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48 h de registro; al mismo tiempo aumento la cantidad de pelotillas debido a la
germinacion de los conidios. La menor produccién de conidios se encontr6 a las
96 h. Simultaneamente, la produccion de blastosporas se mantuvo constante y
mayor que la de conidios a partir de las 72 h y hasta las 120 h; en esta ultima hora
la produccién de conidios se incrementé y se observé el micelio vacuolizado. La
produccién media de conidios se presento en el aislamiento EH-479/2, cuya mayor
concentracion (7.2 X 10°/ml) se registré6 también a las 24 h. La produccion
disminuy6 a las 48 h mientras que la de blastosporas comenzd; en el registro de
las 72 y 96 h la concentraciéon de conidios se mantuvo constante y disminuy¢ a las
120 h. La menor produccién se encontré en el aislamiento EH-471/3, que solo
presentd conidios (0.06 x 10%ml) a las 48 h. En la Fig. 19 se muestra la
produccion de conidios de los aislamientos con mayor, media y menor produccion,
y en el anexo 1 se puede observar la producciéon de todos los aislamientos. Los
conidios que aparecen al tiempo cero corresponden a los sembrados al comienzo
del experimento. _

La mayoria de los aislamientos mostraron la mayor concentraciéon de conidios
sumergidos entre las 24 y 48 h, posteriormente su producciéon disminuyd y en
algunos aislamientos se incrementé nuevamente después de las 72 h. Los
aislamientos EH-465/8 y 476/3 presentaron la mayor concentracién hasta las 120
h. Hubo diferencias significativas (P< 0.01) en cuanto a la produccién de conidios

sumergidos entre todos los aislamientos probados.
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Tabla 8. Produccién de conidios sumergidos (N° X 10%ml)* de aislamientos de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae en medio IP.

Tiempo (horas)

Aislamiento 24 48 72 96 120
EH-172 0 0 0 0.9 0.2
EH-346 3.2 1.6 1.8 1 0.8
EH-347 17.6 7.6 4.0 2.8 4
EH-465/8 8.5 2.7 29 TT 25.8
EH-466/2 2.4 1.7 04 0.6 0.6
EH-468/1 2.7 2.6 0.6 1.4 0.7
EH-469/6 % 107 25 6.8 16 6.3
EH-470/6 0 4.5 1.2 1.3 0.46
EH-471/3 % % % 0 0.06 0 0 0
EH-472/6 2.2 15 1.2 1.5 1.3
EH-473/4 0 34 3.8 0.1 0.3
EH-474/6 0 0.7 0.5 0.2 0.7
EH-475/2 7.5 5.4 2 46 1
EH-476/3 0 0.8 0.7 1.8 22
EH-477/5 0 0.6 0.1 0.1 0
EH-478/1 0 6.6 8.6 15.8 7.9
EH-479/2 % % 7.2 6 3.1 32 1.2
EH-481/1 5 4 26 24 1.3
EH-482/8 0 1.2 2.4 1.6 1.7

*Todos los resultados se expresaron con el mismo exponente para una mejor comprensién y comparacién entre ellos, y
estan anotados los promedios de 15 conteos. Los cultivos se incubaron con agitacion (110 rpm) a 28 °C. * Mayor productor
de conidios; * * productor medio de conidios; * * % Menor productor de conidios.

i T

0 horas 48 horas

120 horas

72 horas

96 ras

Figura 18. Produccion de conidios sumergidos y blastosporas en el aislamiento EH-469/6 en medio IP,
con agitacion a 28 °C, durante 120 h de incubacién.
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Figura 19. Aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae con mayor, media y menor produccién de
conidios sumergidos en medio IP, en agitacion a 110 rpm a 28 °C. La concentracion de conidios al tiempo cero
corresponde a los sembrados al inicio del experimento.

En la produccién de blastosporas los resultados obtenidos (Tabla 9) muestran al
aislamiento EH-474/6 como el mayor productor, presentando su mas alta
concentracién a las 96 h (38.4 x 10°/ml); este aislamiento present6 también la
mayor concentracion a las 48, 72 y 120 h sobre los demas. La transicion de este
aislamiento observada por microscopia, desde los conidios inoculados hasta la
formacion de blastosporas (0 a 120 h), se muestra en la Fig. 20. A las 24 h, los
conidios germinados presentaron tubos germinativos muy largos y gruesos
formando pellets muy pequenos. En el registro realizado a las 48 h, se observo el
engrosamiento del micelio indicando el comienzo de la formacion de blastosporas
endogenas; este evento fue mayor a las 72 h, ya que el numero y tamafo de
pellets aumentd. A las 96 h se presentd la mayor produccion de blastosporas, y
también se registré la menor de conidios sumergidos. Sin embargo, en el ultimo
registro (120 h) la cantidad de conidios aumentd y la de blastosporas disminuy6. A
este tiempo se observo también la vacuolizacion del micelio. La produccion media
se obtuvo en el aislamiento EH-471/3, y su mayor concentracion (4.8 x 10°/ml) se
registré a las 96 h, mientras que la menor se registré6 en el EH-172 que sdlo
present6 blastosporas (0.13 x 10%ml) a las 120 h. La Fig. 21 muestra la
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producciéon de estos tres aislamientos, y en el anexo 2 se puede observar la

produccion de todos los aislamientos. La mayoria de los aislamientos presentaron

la mayor concentracion de blastosporas entre las 48 y 72 horas. Al realizar el

analisis de varianza se encontraron diferencias significativas entre todos los

aislamientos (P< 0.01).

Tabla 9. Produccién de blastosporas (N° X 10°ml)* de aislamientos de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae en medio IP.

Tiempo (horas)

Aislamiento

24 48 72 96 120
EH-172% % * 0 0 0 0 0.1
EH-346 0 1.2 2 0.3 0.06
EH-347 0.5 2 3 04 0.5
EH-465/8 0.2 2.4 06 0.1 06
EH-466/2 0.2 1.1 01 0.2 0.1
EH-468/1 0.6 0.4 0.7 0.2 0.1
EH-469/6 3 54 12.3 12.2 12.6
EH-470/6 0 10 3.2 39 3
EH-471/3 % % 0 1.8 4.2 4.8 3.3
EH-472/6 0.1 1.66 1.4 0.1 0.1
EH-473/4 0 0.46 1.8 23 29
EH-474/6 % 0 14.7 23.9 38.4 28.6
EH-475/2 2.2 6.2 15.2 12.9 6.8
EH-476/3 0 0.3 0.2 3.5 49
EH-477/5 0 2.1 2 2.4 24
EH-478/1 0 0.5 2:3 0.6 0.2
EH-479/2 0 1 15 1.4 6.2
EH-481/1 0.2 0.2 0.5 0.2 0.6
EH-482/8 0 23 0.9 0.8 04

*Todos los resultados se expresaron con el mismo exponente para una mejor comprension y comparacién
entre ellos, y estan anotados los promedios de 15 conteos. Los cultivos se incubaron con agitacién (110 rpm)
a 28 °C. * Mayor productor de blastosporas; * * productor medio de blastosporas; * * * Menor productor de

blastosporas.
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Figura 20. Produccion de blastosporas y conidios sumergidos del aislamiento EH-474/6 en medio IP
con agitacion a 28 °C, durante 120 h.
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Figura 21. Aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae con mayor, media y menor
produccion de blastosporas en medio IP con agitacion a 110 rpm a 28 °C.
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La produccion de cuerpos hifales se mantuvo por debajo de la de conidios y
blastosporas (Tabla 9), y no se observd en los aislamientos EH-172 y 474/6. EI
aislamiento con la mayor producciéon fue el EH-468/1, presentando la mayor
concentracién (5.3 X 10°ml) a las 48 h, mientras que la produccion media se
registré en el EH-347 con su maxima concentracién (1.2 X 10°/ml) a las 48 h. Dos
aislamientos, el EH-471/3 y 472/6, presentaron la menor concentracién de
propagulos (0.06 X 10°/ml), y s6lo se observaron a las 72 y 24 h respectivamente.
La Fig. 22 muestra |la produccion de estos cuatro aislamientos; en el anexo 3 se
puede observar la produccién de todos los aislamientos. Con excepcién de cinco
(EH-465/8, 471/3, 472/6, 475/2 y 481/1), todos los aislamientos presentaron la
mayor concentracion de cuerpos hifales a las 48 h. El analisis estadistico mostré
diferencias significativas entre los aislamientos (P< 0.01).

Tabla 10. Produccién de cuerpos hifales (N° X 10°%ml) de aislamientos de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae en medio IP.

Tiempo (horas)

Aislamiento 24 48 72 96 120
EH-172 0 0 0 0 0
EH-346 0.13 0.2 0 0 0
EH-347 % * 0.8 1.2 0.06 0.1 0.1
EH-465/8 0.2 0.06 0.06 0.4 0
EH-466/2 0 0.6 0.2 0.1 0.2
EH-468/1* 2.2 53 06 04 05
EH-469/6 1.2 1.5 0.5 0 0
EH-470/6 0 04 0.2 0.06 0.06
EH-471/3% * * 0 0 0.06 0 0
EH-472/6% % * 0.06 0 0 0 0
EH-473/4 0 1 0.06 0.5 0.2
EH-474/6 0 0 0 0 0
EH-475/2 0.7 0 0 0 0
EH-476/3 0 0.5 0.2 0.2 0
EH-477/5 0 0.6 0.2 0 0
EH-478/1 0 46 1.4 0 0.9
EH-479/2 0 0.8 0.5 0 0
EH-481/1 1.8 0.0 0.3 0.1 0.4
EH-482/8 0 1.4 0.2 0 0

*Todos los resultados se expresaron con el mismo exponente para una mejor comprension y comparacion
entre ellos, y estan anotados los promedios de 15 conteos. Los cultivos se incubaron con agitacion (110 rpm)
a 28 °C. * Mayor productor de cuerpos hifales; * * productor medio de cuerpos hifales; * * * Menor
productor de cuerpos hifales.
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Figura 22. Aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae con mayor, media y menor
produccion de cuerpos hifales en medio IP con agitacion a 110 rpm a 28 °C.

Tamano de propagulos flingicos

El tamafio de conidios y blastosporas de los aislamientos con mayor, media y
menor concentracion se muestra en la Tablas 11 y 12, respectivamente. En el
caso de los conidios sumergidos, se muestran también las medidas de las
blastosporas, y lo mismo ocurre para los conidios. Los cuerpos hifales no fueron

medidos por presentar una longitud y una anchura muy variables.

Tabla 11. Medidas de conidios (longitud X anchura) de los aislamientos con
mayor, media y menor produccion.

Aislamiento longitud(um) anchura (um)
EH-469/6 7.11+0.79 256+0
EH-471/3 7.49+0.18 256+0

EH-172 7.69 +0.00 256 +0
EH-479/2 7.52 +0.19 256+0
EH-474/6 6.79 +0.37 256+0

Las medidas de conidios de los aislamientos EH-474/6, 471/3 y 172 pertenecen a los aislamientos que
presentaron también la mayor, media y menor produccion de blastosporas. El dato anotado es el resultado de
15 mediciones + desviacion estandar.
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Tabla 12. Medidas de blastosporas (longitud X anchura) de los aislamientos con
mayor, media y menor produccion.

Aislamiento longitud (um) anchura (um)
EH-469/6 9.70 + 0.49 5.17 + 0.08
EH-471/3 9.24 + 0.21 542 +0.21

EH-172 9.70 + 0.49 5.17 + 0.08
EH-479/2 9.01+0.56 5.42 + 0.21
EH-474/6 8.84 + 1.00 6.49 + 0.42

Las medidas de blastosporas de los aislamientos EH 469/6, 479/2 y 471/3 pertenecen a los aislamientos que
también presentaron la mayor, media y menor produccién de conidios. El dato anotado es el resultado de 15
mediciones + desviacion estandar.
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VIIl. DISCUSION |

La pérdida de eficiencia de los insecticidas quimicos debido al desarrollo de
resistencia en las poblaciones de plagas y el alto costo de los insecticidas de
menor toxicidad, han dado como resultado la busqueda de otras opciones menos
dafiinas al ambiente, entre las cuales se encuentra el control biolégico. Ademas,
recientemente el regreso de los llamados productos de granjas organicas han
creado gran interés en los métodos alternativos para el control de plagas ya que
carnes, frutas y vegetales alcanzan altos precios en el mercado si se mantienen
libres de quimicos (Hogsette, 1999).

La utilizacibn de hongos entomopatogenos y el desarrollo de nuevas
tecnologias de produccion y aplicacion en el control biolégico tienen como
finalidad ofrecer una alternativa eficaz en el combate de plagas que afectan
cultivos agricolas de importancia econémica. Hasta ahora, la mayoria de los
sistemas de produccion fungica emplean dos etapas, una en donde el in6culo del
micelio o los cuerpos hifales son producidos en cultivo liquido, y otra en donde son
transferidos a un substrato sélido para la produccion de conidios, lo que disminuye
sustancialmente el tiempo y por lo tanto el costo de la produccién (Jenkins et al.,
1998). De aqui, la relevancia de estudios basicos sobre los aislamientos flngicos
del pais para encontrar la composicién y las condiciones de medios de cultivo
ideales que propicien una mayor rapidez de produccién y por ende menor costo de
produccioén.

Metarhizium anisopliae var. anisopliae, al igual que la mayoria de los hongos
entomopatogenos, produce conidios que se forman en fialides, generalmente
aéreos en cultivos sélidos o semisdélidos, y blastosporas que se forman en cultivos
liquidos. En este dltimo cultivo, los hongos pueden crecer como micelio
filamentoso disperso, como densos agregados miceliales llamadas pelotillas de
micelio, o como una mezcla de ambos (Humphreys et al., 1989). Se ha reportado
también la presencia de conidios sumergidos en medios liquidos; en el caso de
Beauveria bassiana, se requiere de cuidadosas manipulaciones de los nutrientes y
condiciones ambientales (Bosch & Yantorno, 1999), mientras que en Metarhizium,

se presentan en medios de cultivo simples (Jenkins & Prior, 1993).
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Las condiciones y la composiciéon de los diez medios de cultivo probados en
este estudio afectaron la formacion y produccién de propagulos fungicos de los
aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae estudiados. Dos
condiciones de cultivo fueron determinantes para la produccién de propagulos: la
temperatura y la agitacion. La temperatura a 28°C resultd ser la 6ptima para la
produccién de propagulos, aunque en el caso de este género, esta reportada
como Optima entre los 25 y 30°C, por diversos autores (Jackson et al., 1997;
Stephan & Zimmermann, 1998; Fargues et al., 2001). A 37°C, el crecimiento del
hongo y la producciéon de propagulos fueron desfavorables en todos los medios
probados. Esto se observo, ademas, por la presencia de estructuras de resistencia
(clamidosporas) en medios que presentaron crecimiento a esta temperatura. En la
condicion de cultivo sin agitacion se presentd muy poco crecimiento micelial y no
se observé la presencia de propagulos en ninguno de los medios probados. La
agitacion a 110 rpm fue la 6ptima encontrada para los aislamientos de México, ya
que las reportadas como optimas, de 150 a 200 rpm (Kleespies & Zimmermann,
1992; Fargues et al., 2001), sélo aumentaron la cantidad de beiotillas.

Todos los medios de cultivo probados en los resultados preliminares, con
excepcion de YG y Jackson, presentaron una gran cantidad de pellets compactos,
a pesar de la adicion de compuestos como PEG 200 o Tween 80, reportados para
disminuir la cantidad de pellets y aumentar la de blastosporas (Inch et al., 1986;
Stephan & Zimmermann, 1998). En los medios YG y Jackson, en donde la
cantidad de glucosa fue mayor que en el resto, la morfologia fue mas filamentosa,
exponiendo mas biomasa al medio. Sin embargo, contrario a lo esperado, la
disminucion de pellets no resulté en una mayor produccion de blastosporas.

Los resultados del presente estudio coinciden con los de Fargues et al. (2001)
en la presencia de propagulos fungicos en los medios Adamek, DEL y Jackson,
.que fueron obtenidos con otra especie: M. anisopliae var. acridum (antes M.
flavoviride). |

Basicamente, las fuentes de nitrégeno y carbono se reportan como las
principales que afectan directamente la produccién de propagulos (Lane et al.,

1991). Debido a la complejidad de los medios de cultivo utilizados por diferentes
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autores, los resultados reportados son muchas veces contradictorios. Por ejemplo,
la influencia de los componentes del medio en la produccion de propagulos puede
variar dependiendo de la especie del entomopatdgeno que se trate, inclusive entre
los aislamientos de una misma especie. En compuestos que proporcionan la
fuente de nitrbgeno, se ha reportado que en algunos casos es desfavorable para
la produccion de blastosporas y favorable para la de conidios (Jeanne et al.,
1986). En cambio, en otros, la situacion sucede a la inversa, e inclusive, en el caso
del extracto de levadura, hasta la marca de la compania que la produce puede
afectar la presencia y el tipo de propagulos (Fargues et al., 2001; Toriello, com.
pers.). En el presente trabajo, los medios con alguna fuente de nitrogeno
produjeron conidios sumergidos en las primeras horas, antes de comenzar con la
produccion de blastosporas.

En el caso de la glucosa, ésta se ha reportado como la mejor fuente de
carbono probada en la mayoria de los estudios, permitiendo el mejor crecimiento y
esporulacion mejores (Toriello et al., 1983; Kleespies & Zimmermann, 1992;
Jackson ef al., 1997; Vidal et al., 1998). Ademas, ha sido propuesta como la fuente
de carbono ideal para la produccién a gran escala de blastosporas (Inch et al.,
1986). No sélo la cantidad, sino también la naturaleza de la fuente de carbono,
puede afectar la produccion de propagulos (Humphreys et al., 1989; Desphande,
1999; Jackson et al., 1997). Todos los medios ensayados en este estudio tuvieron
como principal fuente de carbono la glucosa; el aumento en su concentracion
(80g/L) propicié una mayor cantidad de la fase somatica (micelio), demostrando
que concentraciones elevadas impiden la produccion de conidios, blastosporas y/o
cuerpos hifales.

En general, los resultados obtenidos con los medios reportados para la
produccion de propagulos de hongos entomopatégenos, principaimente de
blastosporas en otras investigaciones, no presentaron el mismo comportamiento
que en los aislamientos de México probados en este trabajo. La infusion de papa
del medio IP, no reportado anteriormente, no contiene gran cantidad de proteina

(1.95 g/L) o ingredientes complejos, pero si un gran aporte de carbohidratos (250
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g/L). Sin embargo, fue el medio con mayor produccion de propagulos para estos
aislamientos.

Otro fendmeno que se observd en los distintos experimentos fue el
polimorfismo (diferentes morfologias) exhibido por los 19 aislamientos de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae en medios de cultivo liquidos. En algunos
hongos parasitos del hombre y otros animales de sangre caliente, el dimorfismo se
manifiesta por un cambio de la forma, de micelio a levadura, cuando la
temperatura aumenta de 25 o0 28 °C a 37 °C; y en el caso de los fitopatégenos
dimorficos, tienden a producir la fase unicelular cuando estan sumergidos
(Deacon, 1997). En el caso de los entomopatogenos, la formacién de blastosporas
se reporta a partir de los conidios, que germinan y dan origen a blastosporas,
cuerpos hifales o conidios sumergidos en medios de cultivo adecuados o en el
insecto (Alves et al., 2002).

En los 19 aislamientos utilizados en este trabajo, se encontrd la presencia de
hifas, blastosporas, conidios sumergidos y cuerpos hifales, confirmando el
dimorfismo de este grupo de hongos. Actualmente, no existe una definicion
general, concreta y especifica de los propagulos producidos en medios liquidos.
Como se mencion6 anteriormente, la mayoria de los trabajos realizados con estos
medios reportan a las blastosporas como los principales propagulos producidos en
éstds, un numero menor de reportes mencionan la presencia de conidios
sumergidos y, en el caso de los cuerpos hifales, muy pocos autores los mencionan
y con frecuencia se refieren a éstos como blastosporas (Inch et al., 1986; Jenkins
& Prior, 1993; Vidal et al., 1998).

En el presente estudio, se observé la produccion de blastosporas por gemacion
y principalmente, por endogénesis, tipo de formacién también llamada oidial por
Garrison (1985). Otros autores reportan esta produccién ya sea por constriccion
hifal, separacion en los septos, o por gemacion parecida a la de levaduras a partir
de las hifas (Fargues et al., 2001); por separacion esquizolitica en los septos o por
fragmentacion mecanica de hifas (Vidal et al., 1998). En este estudio, la mayor
produccion de blastosporas se presentdé en el aislamiento EH-474/6 y, en su

mayoria, se formaron por endogénesis y por gemacion.
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La formacion de conidios sumergidos en medios de cultivo liquidos fue
diferente a la de los conidios aéreos, las cuales forman cadenas de conidios
enteroblasticos en sucesion basipeta en la punta de las fidlides. En los cultivos
sumergidos, la agitacién impidié la formacién de estas cadenas tipicas del género
Metarhizium (Vidal et al., 1998; Fargues et al., 2001). Jenkins & Prior (1993)
reportan que las proteinas que estan presentes en los conidios aéreos, y que
presumiblemente son las responsables de la adhesién conidial, pueden ser
lavadas y eliminadas por la agitacion evitando la formacién de las cadenas
conidiales. Los aislamientos de este estudio que produjeron conidios sumergidos
fueron uniformes tanto en tamafio como en forma y no hubo diferencia con las
medidas del tamafio de los conidios aereos. En el aislamiento EH-469/6, que
presento la mayor produccion, la formacién de conidios sumergidos fue tanto en la
punta de las hifas como a lo largo del micelio, e inclusive en algunos se pudo
observar la formacion de éstos a partir de cuerpos hifales pequefios. En el resto
de los aislamientos la presencia de los conidios se observé generalmente en la
parte apical de las hifas. |

En el caso de los cuerpos hifales, su formaciéon se observé a partir del
desprendimiento de pequenas partes de hifas, y fue el propagulo que se presentéd
en menor cantidad en los aislamientos probados.

La composicion del medio liquido probado determiné el tipo de propagulos
producidos por Metarhizium anisopliae var. anisopliae y la produccion tanto de
blastosporas, conidios sumergidos y cuerpos hifales. Ademas, mostré diferencia
significativa (P<0.01) entre todos los aislamientos probados. Los resultados
mostraron que un aislamiento puede producir diferentes propagulos dependiendo
del medio de cultivo, y, en el mismo medio de cultivo, aislamientos diferentes
también pueden producir propagulos diferentes.

- Una de las condiciones mas importantes para el desarrollo de un agente
comercial de control biolégico es la determinacic‘;h del medio de cultivo que
proveera la virulencia 6ptima. Se ha mostrado que el medio de cultivo puede influir
en la germinacién, el crecimiento micelial y la virulencia de los hongos empleados

como micoinsecticidas (lbrahim et al, 2002). Como el tipo de propagulos
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producidos en medios de cultivo liquido puede ser afectado por las condiciones de
cultivo, la cantidad y calidad de los propagulos producidos en un medio liquido
requeriran de la misma atencién que aquellos producidos en medios de cultivo
sélidos, ya que los parametros de produccion son especialmente importantes para
el desarrollo de blastosporas (Kleespies y Zimmermann, 1992).

La tecnologia de produccién en masa es relevante para mejorar los plaguicidas
basados en propagulos de hongos entomopatégenos, donde un sistema de
produccion bifasico es el mas prometedor para la realizacion de una formulacién
basada en conidios aéreos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.
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IIX. CONCLUSIONES

e La composicion de los medios de cultivo liquidos utilizados en este estudio
determiné la presencia de propagulos fangicos producidos en los
aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae de México.

e El medio de cultivo liquido de infusion de papa (IP) mostré ser el 6ptimo
para la produccién de propagulos fungicos con los aislamientos de México,
ademas de ser econdmico y de facil preparacion.

e Los 19 aislamientos de M. anisopliae var. anisopliae presentaron diferente
tipo, formacion y produccion de propagulos en el medio liquido de infusién
de papa, mostrando gran variabilidad fenotipica entre ellos.

e Eltipo y la produccion de propagulos de los aislamientos de M. anisopliae
var. anisopliae de México fue diferente a la reportada para aislamientos de
otras partes del mundo, de esta misma especie.

e De acuerdo a la produccion de propagulos, el aislamiento EH-469/6 fue el

mayor productor de conidios sumergidos, y el EH-474/6 el de blastosporas.
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XIl. ANEXOS
Anexo 1. Produccion de conidios sumergidos de los 19 aislamientos de

Metarhizium anisopliae var. anisopliae en medio de cultivo IP, de las 0 a las 120 h.

Se colocaron 4 aislamientos por grafica para una mejor resolucion.
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Anexo 2. Produccion de blastosporas de los 19 aislamientos de Metarhizium
anisopliae var. anisopliae en medio de cultivo IP, de las 0 a las 120 h. Se
colocaron 4 aislamientos por gréafica para una mejor resolucion.
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Anexo 3. Produccién de cuerpos hifales de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
en medio de cultivo IP, de las 0 a las 120 h. Se colocaron 4 aislamientos por

gréfica para una mejor resolucion.
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Cuerpos hifales (N° X 10%/ml)
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