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RESUMEN

El presente trabajo forma parte de la caracterizaciéon geno y fenotipica de
aislamientos de Metarhizium anisopliae var. acridum de México para la
implementacion de un agente microbiano autdctono que contribuya al control
biolégico de la langosta Schistocerca piceifrons piceifrons causante de grandes
perdidas econdmicas en el pais. Se utilizaron 16 aislamientos procedentes de
Colima e isla Socorro, Mexico, proporcionados por el Centro Nacional de
Referencia de Control Bioldgico (CNRCB), Secretaria de Agricultura Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), de Tecoman, Colima vy
depositados en la Coleccién del Departamento de Microbiologié y Parasitologia
de la Universidad Nacional Auténoma de México. Se llevaron a cabo
determinaciones enzimaticas en medio liquido, de quitinasas en un medio minimo
de sales con 2% de quitina tefiida con azul brillante de remazol; y de proteasas en
medio H con caseina al 1%. También se determind la virulencia de los
aislamientos en la langosta (S. piceifrons) con el método el Tiempo Letal Medio
(TLM). Se aplicod un analisis de varianza (a=0.05) para detectar significancias en
los resultados de las actividades enzimaticas y virulencia entre aislamientos. En
los parametros con significancias, se aplicé la prueba de comparacién multiple de
medias de Tukey y se realizé un analisis de clasificacién por medio de agrupacion
jerarquica. Los aislamientos con la mas alta actividad de quitinasas a las 312 h
fueron EH-483/8 y EH-499/10 con 43.1 y 43.7 UQ/mI| respectivamente. La
actividad mas baja la presentaron los aislamientos EH-497/7 y EH-500/2 con 5.9 y
5.5 UQ/ml respectivamente. El analisis estadistico de los datos de la produccién
de quitinasas mostré diferencias significativas entre los aislamientos estudiados. A
las 312 h se formaron seis grupos diferentes en cuanto a la produccion
enzimatica. En el caso de las proteasas los aislamientos EH-483/8 y EH-487/4 a
las 312 h con 124.7 y 126.3 UP/ml, los aislamientos EH-494/4, EH-498/8 y
EH-499/10 tuvieron la minima produccién de proteasas con 28.2, 11.3 y 29.81
UP/ml. El analisis estadistico de los datos de la produccién de proteasas mostr6
diferencias significativas entre los aislamientos estudiados. A las 312 h se

formaron siete grupos diferentes en cuanto a la produccién enzimatica.



En los resultados del bioensayo, los aislamientos EH-489/1, EH-490/1 y
EH-502/8 presentaron el TLM mads bajo de 5.7, 5.7 y 5.5 dias respectivamente, sin
diferencia significativa entre ellos (P>0.05), siendo los mas virulentos. El
aislamiento EH-488/7 tuvo un TLM de 12.18 dias siendo el menos virulento. En el
analisis estadistico se distinguieron seis grupos de virulencia. Los tres
aislamientos de mayor virulencia mostraron una mediana y baja produccién de
quitinasas y producciones medias de proteasas. Los resultados obtenidos
muestran una variabilidad natural en las actividades enzimaticas de los
aislamientos tanto de quitinasas como de proteasas; y aunque no sefialan una
relacion directa entre estas actividades y la virulencia, es relevante realizar este
tipo de pruebas para seleccionar el aislamiento idoneo para un Manejo Integrado
de Plagas en México.
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1. INTRODUCCION

La constante lucha del hombre contra las plagas agricolas, causantes de
grandes pérdidas econdmicas en el mundo, ha provocado que se generen diferentes
métodos de control, dentro de los cuales sobresalen el control quimico y el biolégico. El
primero resulto eficiente en sus inicios, pero con el tiempo su aplicacion indiscriminada
y la continué e intensa presion selectiva indujeron la aparicién de plagas resistentes.
Ademas, estos quimicos afectan de manera considerable el equilibrio- del ecosistema,
causando dafios al hombre, la fauna silvestre y doméstica y al ambiente. Por lo anterior,
se ha buscado dar un mayor apoyo al control biologico, el cual emplea organismos que,
de manera natural, controlan poblaciones de insectos causantes de dafo en la
agricultura. Actualmente, a este tipo de control se le ha prestado mayor atencion
principalmente en el aprovechamiento de hongos entomopatégenos dentro del Manejo
Integrado de Plagas (Lomer et al., 2001; Butt et al., 2001) (Tabla 1).

Dentro del control biolégico se cuenta con los hongos entomopatdgenos:
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill que controla afidos, trips, mosquita blanca, gorgojos,
escarabajos, gusanos barrenadores, orugas y termitas; Paecilomyces fumosoroseus
(Wize) Brown y Smith que controla principalmente mosquita blanca; Verticillum lecanni
(Zimm.) Viegas que controla afidos, moscas, trips, gorgojos y nematodos; Hirsutella
thompsonii Fischer que controla acaros y Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin
que controla escarabajos, termitas, chapulines y langostas (Inglis et al., 2001).

| Entre los insectos plaga nocivos a la agricultura se encuentran la langosta y el
chapulin (Orthoptera: Acrididae). Los patégenos con mayor potencial para el control de
la langosta son los hongos, particularmente los géneros Metarhizium y Beauvena, ya
que son seguros para vertebrados (Goettel y Johnson, 1992; Goettel y Jaronski, 1997;
Smith et al.,, 1999), de produccién relativamente facil in vitro (Jenkins y Prior, 1993;
Feng et al., 1994, Jenkins y Goettel,1997; Jenkins et al., 1998) y pueden ser formulados
como insecticidas biolégicos para asperjarse con tecnologia a ultra bajo volumen
(Bateman, 1992; Bateman et al., 1993).



Tabla 1. Ventajas y desventajas del desarrollo comercial de agentes microbianos
para el control biolégico en comparacién con agroguimicos.

VENTAJAS DESVENTAJAS
Ambientalmente compatibles, biorreguladores Inconsistencia y frecuentemente bajos niveles de
naturales control
No persistentes, bajo impacto ambiental Sujeto a influencias ambientales
Campo de accion amplio o reducido Posibles mutaciones o variaciones

dependiendo del organismo

Menor resistencia a priones Muy especifico o de accion lenta
Costo especifico de aplicaciones Mas caro que los quimicos
especializadas o donde no existen controles

quimicos

Métodos de aplicacién facilmente adaptables Costos de registros y pruebas de toxicidad excesivas
para algunos mercados

Bajo costo de desarrollo - No es practico para grandes superficies de
cosechas

Viable en pequefios mercados. Integracion al Pueden no ser compatibles con las practicas

control, reduciendo el uso de quimicos aceptadas

Modificado de Whipps JM, Lumsden RD, 2001.

Tradicionalmente el género Metarhizium estaba constituido por tres especies y
diversas variedades de acuerdo a sus caracteres morfolégicos: M. album Petch,
M. anisopliae con dos variedades: var. anisopliae (Metschn.) Sorokin y var. majus
Tulloch y M. flavoviridae con dos variedades var. flavoviridae Gams & Rozsypal y var.
minus Rombach (Tulloch 1976, Rombach et al., 1986, Rombach et al., 1987, Samson
et al., 1988, Hawksworth et al., 1995). Actualmente, el mismo género se ha clasificado
en diez grupos (clados) con base en la aplicaciéon de técnicas moleculares, entre otras,
el RAPD-PCR, secuenciacién de las regiones ITS, 28S, D3 del DNA ribosomal y
algunés caracteristicas fenotipicas como termotolerancia y tamafio de los conidios
(Driver et al. 2000) (Tabla 2).

En 1990, Gran Bretafa inicié el programa Lutte Biologique contre les Locusts et
les Sauteriaux (LUBILOSA), registrando el micoinsecticida “Green Muscle” desarrollado
por el CABI en Sudafrica y Africa Occidental entre 1998 y 1999. Su efecto ha sido

demostrado bajo condiciones de campo contra la langosta (Prior et al., 1988, Prior y
Greathead 1989, Jenkins ef al., 1998, LUBILOSA 1998, Cherry et al., 1999).



Tabla 2. Comparacion de la clasificacion del género Metarhizium basada
en caracteres morfolégicos y en taxonomia molecular.
TAXONES RECONOCIDOS

TAXONES RECONOCIDOS

MOLECULARMENTE ?
MORFOLOGICAMENTE'
DIEZ GRUPOS (CLADOS)

M. album
M. album (Petch) M. flavoviride Tipo E

M. flavoviride var. novazealandicum
M. anisopliae (Metschn.) Sorokin M. flavoviride var. pemphigum
var. anisopliae (Metschn.) Sorokin M. flavoviride var. minus
var. majus M. flavovinde var. flavoviride

M. anisopliae var. acridum

M. flavoviride (Gams & Roszypal) M. anisopliae var. lepidiotum
var. minus (Rombach) M. anisopliae var. anisopliae
var. flavoviridae (Gams & Rozsypal) M. anisopliae var. majus

"Samson et al., 1988; Hawksworth et al., 1995.
2 Driver et al., 2000.

Otro insecticida biolégico “Green Guard” se desarrollé por la Commonwealth
“Scientific and Industrial Research Organization (CSIRO) en Australia. Se utiliza
operacionalmente para el control de la langosta australiana Chortoicetes terminifera
Walker, y la langosta migratoria Locusta migratoria Linnaeus (Hunter et al., 2000, Milner
y Staples 1998, Milner y Rowland 1998). Los aislamientos IMI 330189 y FI985 de
Metarhizium anisopliae var. acridum estan siendo formulados por CABI Bioscience y
CSIRO respectivamente. Metarhizium ha sido recomendado por la FAO para el control
de langosta y saltamontes en areas ambientalmente sensibles como los ranchos de
agricultura organica, parques nacionales, reservas naturales y areas protegidas
(Jenkins et al., 1998).

En México, se implementd en 1996, el uso del manejo integrado de plagas, por lo
que la atencion fitosanitaria para el control de la langosta Schistocerca piceifrons ssp.
Piceifrons Walker se lleva a cabo autorizada en el marco legal de la norma oficial
mexicana NOM-049-FITO-1995. La langosta ha demostrado capacidad de alimentarse
tanto de plantas cultivadas como de vegetacién en general, se conocen mas de 400
especies de plantas que sirven como alimento de la langosta, resultando mayormente
afectados los pastizales, agostaderos y los cultivos de maiz, frijol, sorgo, soya, cafia de

azucar, citricos, platano, coco y mango.



Existe una gran diversidad de enemigos naturales de la langosta, vertebrados e
invertebrados y microorganismos. Entre ellos: virus (entomopoxvirus EPV, Greathead
1992, Streett et al., 1997), bacterias Enterobacter (Prior y Greathead 1989),
protozoarios como Nosema locustae Canning (Henry y Oma 1981, Raina et al., 1987) y
nematodos de la familia Mermithidae (Beker y Capinera 1997). Sin embargo, los hongos
son los patégenos mas frecuentemente reportados sobre acrididos (Greathead y Prior
1989).

Los hongos entomopatdgenos infectan a los insectos bor penetracién del
integumento aunque puede distinguirse un mecanismo basico de infeccién que consiste
en:

a) adhesion de los conidios, b) penetraciéon al insecto con la produccién de enzimas
como proteasas y quitinasas, que facilitan la digestion de las capas mas externas
(epicuticula), y la degradacién de las capas internas (procuticula y epidermis) hasta
invadir el hemocele con la aparicién de blastosporas, c¢) diseminacion del hongo en
el interior del insecto y d) salida del hongo al exterior del insecto y su posterior
esporulacion (St. Leger, 1995) (Figura 1). |

En el interior del insecto, el hongo se reproduce, matandolo en pocos dias. El
periodo que tarda el hongo en producir ia infeccién es aproximadamente de 6-7 dias.
Los insectos enfermos disminuyen el consumo de alimento 3-4 dias después de haber
sido infectados, volviéndose mas lentos y muriendo para el sexto o séptimo dia,
dependiendo de la cepa.

Los insectos son artropodos, por lo que poseen un esqueleto externo o cuticula
que tiene la funcién de anclaje muscular y soporte. La funcioén defensiva en la cuticula
es evidente y solo los hongos entomopatégenos han desarrollado la capacidad de
invadir al insecto por esta ruta. Debido a la complejidad estructural de la cuticula, es
necesaria su degradaciéon enzimatica para que el hongo pueda tener acceso a los
nutrimentos del interior del insecto (Glare y Milner, 1991; Hernandez-Velasquez, 1995).

Entre las enzimas involucradas en el proceso de degradacién de la cuticula, asi
como en las demas fases de la infeccion se encuentran las proteasas, quitinasas y

lipasas principalmente.
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2. ANTECEDENTES

En México, se han reportado varias especies del orden Orthoptera causando
problemas al sector agricola, tales como los chapulines (Sphenarnum sp. Melanoplus sp.
Brachystola sp., Taeniopoda sp.) y la langosta (S. piceifrons). Esta ultima especie
mencionada es clasificada como un insecto gregario (con alta ca;:;acidad de formar
grandes grupos 0 mangas), y es, sin duda, objeto de preocupacion para los estados del
sureste de México, lugar donde cominmente se presenta en los cultivos, de los cuales
se desplaza a los campos agricolas, representando un peligro potenciai para los
estados de la vertiente del Pacifico y Golfo de México (Ramirez et al., 2001).

En nuestro pais se distribuye en las entidades de menor altitud sobre el nivel del
mar, como lo son: Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Oaxaca, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan
(Ramirez et al., 2001).

Se consideran cinco zonas gregarigenas principales (Figura 2) que cubren una
superficie aproximada de 20,000 ha, extendiéndose la zona de invasién a mas de cinco
millones de hectareas (SAGAR, 2000).

Estas zonas son:

1. Yucatan, donde se encuentran dos areas, la primera esta dentro de la zona
henequenera de los estados de Yucatan y Campeche. La segunda y mas
importante, de la cual han provenido las mangas que han causado mayores dafnos
a los cultivos agricolas y de importancia pecuaria se localiza en los municipios de
Dzilam Gonzalez, Buctzotz, Panaba, Cenotillo y en menor grado San Felipe, Tizimin
y Rio Lagartos.

2. Veracruz, se ubica en los municipios de Medellin, Boca del Rio, Alvarado,
Tlalixcoyan y Tierra Blanca. Veracruz es la segunda zona en importancia y ha
ocasionado invasiones graves en el mismo estado.

3. Chahuites-Tapanatepec, se encuentra en los limites de Oaxaca y Chiapas, dentro
del triangulo geografico formado por los poblados de Salina Cruz, Chahuites y
Tepanatepec. Esta zona no ha tenido tan graves problemas con esta plaga como la
zona anterior, pero ha causado invasiones en el Istmo de Tehuantepec y otros
lugares del estado de Oaxaca.



4. San Luis Potosi-Tamaulipas, se encuentra en los limites de los estados de San
Luis Potosi y Tamaulipas, en los valles de la sierra Nahola. El impacto que ha tenido
esta zona es menor que en las zonas anteriores pero ha dado lugar a las invasiones
que se presentan en las Huastecas Potosina y Tamaulipeca.

5. Tabasco, se localiza en los limites con los estados de Campeche y Chiapas y el
Departamento de Flores de Guatemala, abarca los municipios de Tenosique,
Balancan y Emiliano Zapata en Tabasco y la Libertad en Chiapas. Esta area ha
permanecido inactiva por el tiempo mas o menos largo aunque en la actualidad
presenta actividad fuerte.

. Estados con
presencia de la
plaga de langosta
S. piceifrons.

El Zonas gregarigenas

Figura 2. Distribucion y zonas gregarigenas de la langosta
Schistocerca piceifrons en México.

Schistocerca piceifrons tiene capacidad para cambiar sus habitos y conducta
cuando se encuentra en grandes numeros, llegando a formar lo que se llaman bandas

(compuestas de ninfas o saltones) y mangas (grupo de adultos).



Las mangas pueden migrar a grandes distancias. Cuando la langosta se
encuentra en bajas poblaciones, conocidas como fase solitaria, se comportan como
chapulin y su coloracién es diferente a la fase gregaria (Ramirez et al., 2001).

Actualmente en México, el quimico es el unico medio de control de la langosta;
20 000 ha en promedio son tratadas, con alrededor de 500 toneladas de paratién
metilico en polvo al 3%, con un costo de $1 000 000 en insecticidas y $3000 000 en
mano de obra para la aplicacién. Si se descuidan las actividades de vigilancia y control
existe el riesgo de que la superficie se vea afectada 50 veces (SAGAR, 2000).

Desde que se inicié el proyecto de control microbiano de la langosta S. piceifrons
en México en 1991, el Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico (CNRCB), en
conjunto con instituciones educativas, han dado las bases para que los programas de
control biolégico sean cada vez mas adecuados a nuestro pais.

A nivel mundial se han desarrollado estudios sobre la funcion de las quitinasas y
proteasas y su participacion en el proceso de infeccién (Tabla 3), pero los resultados
propuestos no han aclarado completamente el papel de las enzimas en la degradacion
de la cuticula, por lo que se requiere de estudios enzimaticos de aislamientos de
México. Para tratar de esclarecer el papel de dichas enzimas en el proceso de infeccion
se han clonado los genes:que codifican para las mismas, entre los cuales esta el gen
que caodifica para la proteasa degradadora de la cuticula (pr7), el cual se encuentra en
el genoma de M. anisopliae (St Leger et al., 1996), y también de Verticillium lecanii
(GenBank, numero de acceso: AF059582). En otros estudios se han clonado genes
para.la quitinasa (Gen chi1) aislamiento s de Metarhizium flavovinde (GenBank, nimero
de acceso: MFL243014), y para una serin proteasa Pr1A (Gen pr1A) de Metarhizium
anisopliae var. acridum (GenBank, nimero de acceso: MAN251925).

Otra parte fundamental para el estudio de agentes microbianos para el control
biolégico, es la diferencia en virulencia de aislamientos provenientes de diversas
regiones geograficas (Bateman et al., 1996). De ahi la relevancia de conocer la

virulencia de aislamientos autoctonos de México.



Tabla 3. Participacién de las quitinasas y proteasas de M. anisopliae

en el mecanismo de ataque a insectos.

AUTOR Y ANO | RESULTADOS REPORTADOS CITADO POR
Sefalé la capacidad de los hongos entomopatégenos para producir
St. Leger et al,
Huber, 1958 enzimas extracelulares, sin aclarar de qué tipo, como las 1986
a
responsables de la degradacion de las capas cuticulares.
Observaron que la penetracion del tubo de germinacién va o
Mc. Cauley et al., . Khachatourians,
acompafada de la formacion de una zona clara airededor, que
1968 1992
indica actividad enzimatica.
Hedlund y Pass, ) ) )
Observaron la degradacion de tejidos de insectos después de la | Khachatourians,
1968 y Zacharuk- | . :
invasién por hifas. 1992
Ry, 1981
Observaron la desaparicion de la capa de cera en la cuticula del )
. Khachatourians,
Zacharuk, 1970 gusano barrenador, bajo los apresorios del hongo, lo que sugiere la 1992
participacion de una lipasa en el mecanismo de penetracién.

. Encontraron una correlacion negativa entre la capacidad de .
Sosa-Gomez y . ) .. | Sosa-Gémez y
produccion de enzimas det hongo, con los procesos de patogénesis

Alves, 1983 ) . i ) Alves, 1983
y virulencia, las enzimas probadas fueron proteasas y una amilasa.
Examinaron la produccién de endo y exoquitinasa de aislamientos
virulentos y avirulentos; los primeros tenian de 10 a 17 veces mas | Khachatourians,
Coudron et al., 1986
actividad. No se hace mencién de la manera en que se midieron | 1992 -
las actividades enzimaticas. "
St. Leger et al,|ldentificaron una endoproteasa, una quitinasa y una N-acetil-|St. Leger et al,
1986 B-glucosaminidasa en diferentes aislamientos del hongo. 1986a
Identificaron una serin-proteasa con dos actividades: Pr1 y Pr2.
St. leger ef al, ' ) | St. Leger et al,
Ambas intervenian en los procesos de melanizacion y virulencia
1986 ] 1986b
hacia Manduca sexta.
Encontraron que la proteasa del hongo participaba en la
St. Leger et al., a ]
. degradacion de la cuticula, y en los procesos de infeccion hacia | St. Leger et al,
partir de 1986 )
diferentes insectos como la langosta del desierto. 1986-1999
Demostraron que durante la fase de invasion, el hongo producia i
Pendland y Kucera, Khachatourians,
proteasas, que eran inhibidas por compuestos presentes en la
1982 a 1987 1992
hemolinfa de los insectos.
Mencionaron las enzimas extracelulares, principalmente proteasas,
Clarkson y Clarkson . y

Charnley, 1996

como parte del mecanismo de penetracion en la cuticula de los

insectos.

Charnley, 1996

Goettel et al ., 1989

Reportaron la produccién de la proteasa PR1 en los apresorios,

durante el proceso de infeccion a M. sexta.

Goettel et al., 1989




Demostraron la produccién de proteasas semejantes a la PR1 de
St. Leger et al., o ) St. Leger et al,
1991 M. anisopliae en todos los aislamientos ensayados, lo que sugiere 1991
una adaptacion para ser patégenos de insectos.
Reportaron tres tipos de proteasas diferentes, durante el
crecimiento en medios con cuticula de cucaracha. Cada enzima
St. Leger et al., o i St. Leger et al,
1994 presentoé varias isoformas, las cuales se caracterizaron de acuerdo 1994
a su especificidad hacia el sustrato y por sus patrones de inhibicion.
También mencionaron la presencia de una metaloproteasa.
Demostraron la induccion de la sintesis de una proteasa, al
Paterson et al.,|agregarse cuticula molida de los insectos al medio de cultivo. Si se | Paterson et  al,
1994 usaban otras fuentes de carbono y nitrégeno no ocurria la sintesis | 1994a y 1994b
de dicha enzima.
. Identificaron los genes que codifican para la actividad PR1 de una
Joshi et al., 1997 ) . )
serin-proteasa. Joshi et al., 1997
} . No encontraron correlacion significativa entre la capacidad de las| )
Gillespie et al, ) Gillespie et al,
proteasas para degradar un sustrato cromogénico, y el TLso en
1998 1998
ensayos en langosta.
Chul-Kang et al., |Llevaron a cabo el aislamiento de un gen que codifica una
- Kang et al., 1998
1998 quitinasa.
Chul-Kang et al, » T
1999 Reportaron las actividades de una endo y una exoquitinasa. Kang et al., 1999
Observaron la modificacion del pH del medio al liberarse
St. Leger et al, i . . St. Leger et al,
compuestos alcalinos de caracter proteico. Esto podria crear un
1999 ) ) 1999
ambiente 6ptimo para la accién de las proteasas.

Modificado de Castellanos-Moguel MJ. 2002.
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3. JUSTIFICACION

En México no se cuenta con un producto biolégico para el control de la langosta.
Para el desarrollo de un agente microbiano se requieren pruebas geno y fenotipicas
_para seleccionar los aislamientos que sean los mas adecuados para el control de la
langosta en el pais. Conociendo que las principales enzimas relacionadas con la
virulencia son las proteasas y las quitinasas en el proceso de infeccién de los hongos
entomopatogenos se propone el presente trabajo para determinar las actividades
enzimaticas de proteasas y quitinasas en aislamientos de M. anisopliae var. acridum de

México, en relacidn con la virulencia del hongo en la langosta S. piceifrons piceifrons.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Los diferentes aislamientos de Metarhizium anisopliae var. acridum de Mexico
presentaran resultados variables en la actividad de la quitinasa y la proteasa, asi como
en su virulencia contra la langosta Schistocerca piceifrons piceifrons.

OBJETIVO GENERAL

Determinar las actividades de las quitinasas y las proteasas de los aislamientos de
Metarhizium anisopliae var. acridum y analizar su relacién con la virulencia del hongo

contra la langosta Schistocerca piceifrons piceifrons .

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la actividad de quitinasas y proteasas en cultivo sumergido de
aislamientos de M. anisopliae var. acridum de México.

2. Evaluar la virulencia del hongo hacia adultos de langosta S. piceifrons piceifrons, a
traves del tiempo letal medio (TLM).

3. Analizar los resultados de las actividades enzimaticas en los aislamientos del hongo
estudiado y determinar si existe relacioén con la virulencia del entomopatdégeno hacia
la langosta.



4. METODOLOGIA

4.1. Aislamientos fungicos

En la presente investigacion se trabajé con 16 aislamientos de Metarhizium
anisopliae var. acridum procedentes de Colima e Isla Socorro (Tabla 4) proporcionados
por el Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico (CNRCB), Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), de
Tecoman, Cblima y depositados en la coleccion del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la Universidad Nacional Auténoma de México. Se realizaron cultivos
monosporicos de los aislamientos originales (Cano et al., 2002) y éstos fueron utilizados
para todas las pruebas. Los aislamientos fueron mantenidos en agar de glucosa-

Sabouraud.

Tabla 4. Caracteristicas de los aislamientos de Metarhizium anisopliae
var. acridum de Schistocerca piceifrons estudiados.

Aislamientos Cultivo
originales  monospérico Cultivo Origen

CNRCB UNAM agricola
MaPL5 EH-483/8' Pastos Colima
MaPL8 EH-484/6 Pastos Colima
MaPL13 EH-486/7 Pastos Colima
MaPL14 EH-487/4 Pastos Colima

R MaPL15 EH-488/7 Pastos Colima
MaPL16 EH-489/1 Pastos Colima
MaPL18 EH-490/1 Pastos Colima
MaPL20 EH-491/8 Pastos Colima
MaPL22 EH-493/1 Pastos Colima
MaPL26 EH-494/4 Pastos Colima
MaPL29 EH-497/7 Pastos Colima
MaPL31 EH-498/8 Pastos Colima
MaPL37 EH-499/10 ——-  |sla Socorro
MaPL38 EH-5002 - Isla Socorro
MaPL40 EH-502/8 - Isla Socorro
MaPL32 EH-531/8 Pastos Colima

! cultivo monospérico seleccionado (Cano ef al., 2002).
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4.1.1. Preparacion de la suspension fungica

La preparacion del hongo para los estudios de determinacion enzimatica se
realizd mediante conteo directo de los conidios. Para esto, los conidios fueron
colectados a partir de colonias esporuladas sembradas en agar de glucosa-Sabouraud
(en g/ml: glucosa 20, peptona 10, agar 15, agua destilada 1000 ml) 15 dias a 28 °C,
agregando tween 80 al 0.05 % estéril, y raspando la superficie de la colonia con ayuda
de un asa de siembra. Se contaron los conidios en camara de Neubauer, el conteo fue
valido cuando la desviacién estandar fue de 10-15 % de la media (Goettel e Inglis,
1997).

4.2. Determinacién de quitinasas

Para la determinacion de la actividad quitinolitica se utilizd6 un medio con sustrato
quitinoso, en este caso quitina coloidal (Sigma, México). El método se basa en la
liberacion del colorante unido a la quitina, cuando ésta es hidrolizada por la quitinasa

extracelular del hongo.

4.2.1. Preparacion de quitina coloidal

Se utilizé quitina comercial (Sigma) la cual se molié en un molino Wiley con luz
de malla de 40. Para hacerla coloidal, por cada 10 g de quitina se agregaron 100 ml de
HiPO4 al 85 % agitando manualmente, y se guardé en refrigeracion durante 24 h.
Posteriormente, se afadié6 agua en exceso para propiciar la formacién de la quitina
coloidal. Se filtré a través de gasa y se lavé con agua hasta eliminar la acidez. La pasta
gelatinosa obtenida se colocé en un frasco de boca ancha, se esterilizd en autoclave
durante 15 min a 121 °C y se guardé en refrigeracion hasta su uso (Chavez-Camarillo y
Cruz- Camarillo, 1984).

‘La quitina coloidal preparada se tifld con azul brillante de remazol (Sigma) colocando
en un vaso de precipitados 7 g de quitina coloidal y 0.23 g del colorante previamente
disuelto en agua. La mezcla se calentd a ebullicién durante 1 h, luego se filtr6 y se lavd
con agua fria y después con agua caliente hasta que ya no se observé desprendimiento
de color. Se dejé escurrir y se colocé nuevamente en un vaso de precipitados. Para

favorecer la fijacion de color, se agregé 0.075 g de dicromato de sodio y 0.075 g de
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tartrato de sodio y potasio por cada 5 g de quitina coloidal tefiida. La mezcla se dejo
hervir por 10 min y después se repitié el proceso de lavado, se escurrié y se esterilizd
en autoclave durante 15 min a 121 °C. Se conservdé en refrigeracion hasta su uso
(Gémez-Ramirez, 2000).

4.2.2. Produccion de quitinasas en cultivo sumergido .

Se probé el medio sintético de Castafeda (Chavez—Camarillo y Cruz Camarillo,
1984) (g/ml. citrato diamoénico 0.625, cloruro de sodio 0.25, fosfato monobasico de
potasio 0.375, carbonato de sodio 0.375, sulfato de magnesio 0.275, glicerol 6.25 ml,
agua destilada 1000 mi) sin citrato ni glicerol, se agregé quitina coloidal tefiida al 2 %
(peso/volumen). En matraces Eilenmeyer de 250 ml se agregaron 70 ml de cada medio,
los matraces se esterilizaron en autoclave 15 min a 121 °C, y después se sembraron
con una suspension de 1 x 107 conidios/ml. Una vez sembrados fueron incubados en
agitacion orbital a 150 rpm y 28 °C durante 13 dias. Esta prueba se realizé por triplicado
y se coloco otro matraz sin hongo como testigo. Cada 48 h se colecté una muestra (por
triplicado) de 1.5 ml de todos los aislamientos y el testigo, la cual se centrifugé a 4500
rom durante 30 min. El sobrenadante se utilizé de inmediato para la determinacion de la
actividad quitinolitica, leyendo la absorbancia a 595 nm.

La actividad se expresd en unidades, siendo una unidad igual a la cantidad de
enzima que origina un cambio de 0.010 en la absorbancia a 595 nm (Gémez-Ramirez,
2000).

4.2.3. Pruebas preliminares
Se realizaron con siete de.los 16 aislamientos estudiados para comprobar que
los medios seleccionados fueran adecuados para las pruebas.

En el caso de las quitinasas se prob6 primero el medio sintético de Castafeda
(Chavez—Camarillo y Cruz Camarillo, 1984) sin citrato ni glicerol con 2 % de quitina
coloidal, no se observé actividad enzimatica. Se realizaron pruebas de viabilidad de los
conidios, de los mismos in6culos de la cinética en medio de Sabouraud y si se observd
crecimiento, por lo que se descartd la posibilidad de que los conidios estuvieran
inactivos.



Por lo tanto se realizaron pruebas en diferentes medios de cultivo. Para observar la
hidrélisis de la quitina, se utilizaron placas de Petri con quitina coloidal como unica
fuente de nitrégeno y carbono. Los medios probados fueron: quitina con agua y medio
de Castarieda (Chavez—Camarillo y Cruz Camarillo, 1984) con 2 % de quitina coloidal
con glicerol como una fuente adicional de nitrogeno y carbono.

Las cajas de Petri con los medios fueron perforadas en el centro para obtener un
pozo de 4 mm de diametro. Cada caja se sembrdé con 100 pl de la suspension de
conidios previamente preparada. Todos los medios se incubarbn a 26 °C hasta
observar el crecimiento de la colonia y la aparicién del halo. -

Posteriormente se prob6 el medio de sales segun Kang et al. (1999) (en g/mi:
fosfato monobasico de potasio 0.375, sulfato de magnesio 0.275, agua destilada
1000 ml) con la quitina coloidal tefiida con azul brillante de remazol. Se procedi6 con Ia
metodologia antes descrita.

4.3. Determinacion de proteasas
El método de las proteasas se basa en la hidrélisis de la azocaseina (Sigma)

que libera péptidos coloreados de bajo peso molecular, los cuales alcanzan su maxima
absorbancia a 440 nm. '

4.3.1. Produccién de proteasas en cultivo sumergido

Para la produccién de proteasas se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml
con 70 ml de medio H (en g/ml: sacarosa 10, dextrosa 5, peptona 0.5, extracto de
levadura 5, agua destilada 1000 ml) con caseina al 1 %.

Los matraces se esterilizaron en autoclave 15 min a 121 °C y después se
sembraron con una suspensién de 1 x 107 conidios/ml. Luego se incubaron en agitacién
orbital a 150 rpm y 28 °C durante 13 dias. Cada 48 h se colectdé una muestra de 1.5 ml
(por triplicado), la cual se centrifugd a 4500 rpm a 4 °C durante 30 min.

El sobrenadante se congel6 a —20 °C hasta el momento de realizar la cinética. El
testigo consisti6 de medio H sin sembrar al que se le realiz6 el mismo procedimiento

que las muestras.
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4.3.2. Determinacion de la actividad proteolitica

Para la determinacién de la actividad enzimatica se disolvié azocaseina (Sigma)
al 2 % en regulador de fosfatos pH 7, eliminando por centrifugacién los grumos
insolubles que pudieran haberse formado.

Para el ensayo, se utilizaron 150 ul del sobrenadante tomados cada 48 h
(descrito en el parrafo anterior) y se les agregé 250 ul de azocaseina al 2 %. Las
muestras se incubaron a 25 °C por una 1 h. Luego se agregaron 1.2 ml de acido
tricloroacético (ATC) al 10 %, se dejé reposar durante 15 min, y se centrifugd a 4500
rom a 4 °C durante 30 min. Se tomaron 1.2 ml de sobrenadante y se agregaron 1.4 m|
de hidréxido de sodio 1.0 M y se ley6 la absorbancia a 440 nm.

Los testigos se prepararon de la misma manera que los problemas, pero el ATC
se agreg6 antes que la enzima. La actividad de proteasas se expres6 en unidades,
siendo una unidad la cantidad de enzima que origina un cambio de 0.010 en la
absorbancia a 440 nm (Sarath ef al., 1989).

4.4. Bioensayos de virulencia en langosta

El bioensayo de virulencia se realiz6 en el Centro Nacional de Referencia de
Control Biolégico (CNRCB) en Tecoman, Colima, bajo la asesoria del Dr. Victor Manuel
Hernandez Velasquez (Hernandez-Velazquez et al., 2000). Los insectos utilizados
fueron adultos de iangosta (S. piceifrons). El primer biocensayo se lievé a cabo en
noviembre de 2001, y el segun&o en noviembre de 2002.

Las langostas utilizadas en el bioensayo se mantuvieron en el laboratorio de
entomopatégenos del CNRCB en donde se conservaron en jaulas de cria de 60 x 60 x
60 cm, utilizando como dieta hojas de yuca (Manihot esculenta) ya que es un vegetal
abundante en la zona.

Se obtuvieron conidios a partir de los aislamientos a evaluar, cultivados en agar
papa dextrosa (en g/ml: infusién de papa 300, dextrosa, 20, agua 1000 ml) incubados
durante dos semanas a 28 °C. Se realizé una suspension de los conidios en citrolina y
se realizd un conteo en un hematocitometro (cadmara de Neubauer) obteniendo una

concentracién de 3.7 x 10 7 conidios /ml.



Se inocularon veinte insectos por aislamiento. Para cada tratamiento, con tres
réplicas. Los insectos fueron inoculados individualmente con 2 ul de la suspension de
conidios en el pronoto y se colocaron en botes de plastico cubiertos con tela de
muselina, distribuyendo 4 insectos por bote, identificandolos adecuadamente. Los botes
se conservaron en el laboratorio a 26 °C.

Las langostas se alimentaron diariamente con hojas de yuca. La mortalidad se
registré diariamente, los insectos muertbs se colocaron en cajas plasticas de Petri con
papel filtro en el fondo de las cajas: '

Las variables registradas durante el experimento fueron: mortalidad, fecha de
emergencia de micelio, area del insecto de emergencia del micelio (antenas, alas,
patas) y fecha de esporulacién. Los datos se analizaron con la mortalidad acumulada,
corregida con la férmula de Abbot cuando fue necesario. La virulencia se calculé con el

tiempo letal medio (TLM) de acuerdo a la siguiente formula (Bateman et al. 1993):

TLM = X-Y x100
X

Donde: X = sobrevivencia en testigo

Y = sobrevivencia en tratamiento

4.5. Analisis estadistico

A todos los datos obtenidos se les aplicé analisis de varianza (a =0.05) para
detectar significancias. En los parametros con significancia, se aplicé la prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey. Se realizé6 un analisis de clasificacion por
medio de agrupamiento jerarquico, por medio de una matriz de distancias euclidianas
que se definié a través de la coni:entracién enzimatica. Los datos se codificaron con
base en la concentracién enzimatica y la virulencia de cada aislamiento. Todos los
analisis se llevaron a cabo con los programas estadisticos SYSTAT versiéon 9.0 (1999) y
S.P.S.S. version 11.0 (2001).



5. RESULTADOS

En las pruebas preliminares con el hongo M. anisopliae var. acridum, el medio de
Castafieda (Chavez—Camairillo y Cruz Camarillo, 1984) sin citrato ni glicerol con 2 % de
quitina coloidal, no produjo quitinasas. Al realizar pruebas en placa ninguno de los dos
medios propuestos (quitina con agua y medio de Castafieda con glicerol y 2 % de
quitina) resulté eficiente, por lo que se probd el medio de sales de Kang en donde se
apreciaron cantidades significativas de quitinasa. Por esto, se eligi6 este medio para
llevar a cabo las determinaciones enzimaticas de quitinasas de los 16 aislamientos
estudiados.

En el caso de las proteasas se utilizd el medio H con caseina para todas las

determinaciones ya que todos los aislamientos estudiados crecieron en este medio. -

5.1. Quitinasas

Se observa una tendencia similar entre los aislamientos, respecto a 'Ia produccion
de quitinasas. La producciéon enzimatica empieza en las primeras 72 h y continda
incrementandose hasta las 312 h donde cada aislamiento obtiene su maxima
produccion. Los aislamientos EH-483/8 y EH-499/10 presentaron las maximas
producciones de quitinasas con 43.1 y 43.7 UQ/mI, mientras que los aislamientos
EH-497/7 y EH-500/2 tuvieron la minima produccién de quitinasa con 5.9 y 5.5 UQ/ml,
respectivamente a las 312 h. En la Tabla 5 se muestran los resultados ( X £+ DS) de
todps los aislamientos alas 24, 72, 120, 168, 216, 264 y 312 h del experimento.

En la Figura 3 a y b se muestra la cinética de produccion de quitinasas de los 16
aislamientos estudiados. La tendencia de produccién enzimatica de todos los
aislamientos es similar con la excepcion de EH-497/7, EH-500/2 y EH-502/8 (Figura 3 b)
en las cuales la actividad de quitinasas se mantiene en un rango de 1.7 a 7.4 UQ/ml
durante las 312 h del ensayo.

El analisis estadistico de los datos de la produccién de quitinasas mostro
diferencias significativas entre los diferentes aislamientos en cada uno de los tiempos

estudiados (Tabla 5). Al realizar la prueba de comparaciéon muitiple de medias, se
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observo que a las 24 h, se formaron dos grupos; a las 72 h, siete grupos; a las 120 h,
seis grupos; a las 168 h, ocho grupos; a las 216 h, cinco grupos; a las 264 h, cuatro
grupos y a las 312 h, se formaron seis grupos diferentes en cuanto a la produccion de
quitinasa. Los arboles correspondientes a las agrupaciones jerarquicas de las 24, 72,
120, 168, 216 y 264 h se incluyen en el anexo 1, y en todos se muestra la diferencia de
produccién de quitinasas entre aislamiento s.

Los aislamientos EH-497/7, EH-500/2 y EH-502/8 se mantienen en el mismo

grupo de produccién menor de quitinasas durante todos los tiempos del ensayo.

Tabla 5. Produccién de quitinasa de 16 aislamientos de M. anisopliae var. acridum.

ua/mt'

(X £DS)?
Aislamiento 24 h -72h 120 h 168 h 216 h 264 h 312h
EH-483/8 4.8+068b° 7.8+0.35def 10.9+0.70cde 16.7+0.71def 209+064cd 325:056d 43.1013f
EH-484/6 01:0.18a 3.5+052b 93+040bc 161+083cde 142:012b 203:003b 215+0.09b
EH-486/7 41:0.10b 54:025def 86+020b 13.9+050bcd 18.3:0.85bc 27.9+047cd 30.9%048de
EH-487/4 55:051b 50:036def 93:003bcd 128+075b  185:0.79bc 2551 022bc 28.2+0.47 cde
EH-488/7 01%0.17a 57+036f 12.3+0.13e 19.3+0.36fg 208+094cd 27.8+033cd 283%0.79cde
EH-489/1 00:0.06a 49:036def 115:027de 188+024efy 17.5:026bc 228+065bc 24.5+0.88bc
EH-490/1 38+0.89b 4.7:036cdef 85+016b 133+094bc 164+042bc 269:+048c 33.9+007e
EH-491/8 0.2+0.17a 59+035f 11.0+0.35cde 19.6+046fg 17.3+057bc 21.1+027b 27.3+086¢cd
EH-493/1 06+031a 87+0.15¢g 171+031f 246+045h- 245+091d 230:030bc 29.110.95cde
EH-494/4 49+067b 551026f 81+009b 129+042b  162+080bc 239+094bc 29.910.83cde
EH-497/7 41:019b 4.0+050bcd 23+029a 241065a 23+090a 40+055a 591004a
EH-498/8 05:+054a 5910.77f 11.9+071e 204+057g 169+024bc 239:0.24bc 26.040.25bed
EH-499/10 1.1t021a 2.0+0.80a 129+086e 17.9+007efg 319:042e 3262034d 4371046
EH-500/2 4.0£0.07b 39:014bcd 19+011a 1.7+040a 21+035a 47:09a 55:052a
EH-502/8 50:080b 35+042bc 21+018a 22t0.14a 23+070a 62%017a 7.41064a
EH-531/8 0.5+0.83a 4.3:10.8%bcd 11.4+046cde 187+0.91efg 16.0+0.09bc 23.5+0.35bc 25.7 +0.65 bed

"Una unidad es equivalente a la cantidad de enzima que origina un cambio de 0.010 en
Ia absorbancia a 595 nm (Gomez-Ramirez, 2000).
EI experimento se lievd a cabo por triplicado con tres muestras cada 48 h.
3 Las letras iguales en la misma columna indican que no existe diferencia significativa (p< 0. 05) entre ellas (prueba
de comparacion multiple de medias de Tukey).

En la figura 4 se muestra la agrupacion jerarquica de los aislamientos estudiados
en cuanto a la produccién de quitinasas a las 312 h en donde se puede observar la
diferencia evidente entre los aislamientos de baja (EH-497/7, EH-500/2 y EH-502/8),
mediana (EH-484/6, EH-486/7, EH-487/4, EH-488/7, EH-489/1, EH-490/1, EH-491/8,
EH-493/1, EH-494/4, EH-498/8 y EH-531/8) y alta (EH-483/8 y EH-499/10) produccion
enzimatica.
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Figura 3. Cinética de produccion de quitinasas de 16 aislamientos de M. anisopliae
var. acridum en medio de sales segun Kang et al., (1999) con quitina
coloidal tefida con azul brillante de remazol (absorbancia a 595 nm).
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Figura 4. Agrupacion jerarquica dé los aislamientos estudiados en cuanto a la
produccién de quitinasas a las 312 h.

5.2. Proteasas

Se puede observar una tendencia similar en el comportamiento de los
aislamientos respecto a la produccién de proteasas. Para algunos aislamientos la
produccion enzimatica empieza a las 120 h y continta incrementandose hasta el final
del experimento. Para los aislamientos EH-484/6, EH-487/4 y EH-493/1 el maximo de
produccién de proteasas fue a las 264 h con 1029, 1592 y 119.9 UP/mi,
respectivamente. Mientras que el aislamiento EH-499/10 tuvo la minima produccion de
proteasas a las 264 h del ensayo con 9.3 UP/ml. Para el resto de los aislamientos la
maxima produccion fue hasta las 312 h de duracion del ensayo.

En la tabla 6 se muestran los resultados (X £ DS) de la actividad enzimatica de
todos los aislamientos de las 24 a las 312 h del experimento.

La Figura 5 a y b muestra la cinética de la produccién enzimatica de los 16
aislamientos estudiados. Los aislamientos EH-484/6 y EH-502/8 presentaron un leve
incremento en la produccién de proteasas a las 120 h (18.7 y 255 UP/ml,

respectivamente), a las 168 h disminuye y la produccién vuelve a incrementarse a las
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216 h. Los aislamientos EH-483/8, EH-487/4 y EH-493/1 presentaron la produccion a
partir de las 120 h. El resto de los aislamientos aumentan su actividad de proteasas a
partir de las 216 h.

Tabla 6. Produccién de proteasas de 16 aislamientos de M. anisopliae var. acridum

uP/ml'

(X + DS)?
Aislamiento 24 h 72 h 120 h 168 h 216 h 264 h 312 h
EH-483/8 25+ 040abc® 3.4:097cd 74:076ab 31.7+066c 1056+086d 1089+082gh 1247:1031g
EH-484/6 4.210.45f 461077 e 18.7+0.28bc 97+07ab 340+083c 1029+020fgh 863x0.23ef
EH-486/7 2.4+ 0.56 a 24+057ab 531+028ab 581080a 751007a 70.0 £ 0.61 cde 106.1 £ 0.52fg
EH-487/4 391+037ef 40:2060de 351073a 422+094d 10951+030d 159.210.54i 126.3+0.86¢g
EH-488/7 3.71+022ef 42:068de 391031ab 5912004a 7.7x063a 67.9 1 0.48 def 76.0 £ 0.41 def
EH-489/1 26+064abc 221066a 54+087ab 47:069a 641094a 486+ 0.05bcde 96.2+0.51f
EH-490/1 231030 a 23+055a 47+092a 521+082a 571098a 456 +0.85bcde 52.7 £ 0.64 bcd
EH-491/8 2.11+048 a 25+053abc 58+004ab 531+064a 11.5+082ab 67.5+0.39def 104.3+0.21fg
EH-493/1 3.5+021def 38:024de 60106%9ab 172+038b 2691877bc 11992073h 105.6 +0.66fg
EH-494/4 251053 abc 25+060abc 461+031ab 462033a 491+069a 13.920.74 ab 280+0.19a
EH-497/7 3.2+ 0.68 bedf 3.3+0.29bcd 3.7:20.93a 53+049a 62120452 38.7+£0.45abcd 38.110.06 abc
EH-498/8 2.8 +0.60abcd 2.41+046ab 4.2+071ab 41:048a 42+079a 13.210.45ab 11412032a
EH-499/10 3.5+ 0.61def 3.3+052bcd 3912074ab 55+050a 641002a 93+026a 298+085a
EH-500/2 3.3+050cde 361053de 4.1+097ab 571+028a 56+070a 2631067 abc  60.510.57 cde
EH-502/8 3.5+ 0.47def 361062de 2551+087c 165+0.72b 2821165c 103.61 0.66efg 846+ 0.25 ef
EH-531/8 25+ 051ab 21+0.49d 581+056ab 46+052a 59+069a 30.8+0.73abc  50.0+ 0.28 bcd

" Una unidad es equivalente a la cantidad de enzima que origina un cambio de 0.010 en la absorbancia a 440 nm
(Sarath et al., 1989).
2E| experimento se llevo a cabo por triplicado con tres muestras cada 48 h.

® Las letras iguales en la columna indican que no existe diferencia significativa (p< 0. 05) entre ellas (prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey).

El analisis estadistico de los datos de la produccion de proteasas mostro
diferencias significativas entre todos los aislamientos en cada tiempo estudiado (Tabla
6). Al aplicar la prueba de comparacién multiple de medias a los datos obtenidos, se
observo que a las 24 h se forman seis grupos, a las 72 h se forman cinco grupos, a las
120 h se forman tres grupos, a las 168 h cuatro grupos, a las 216 h cuatro grupos, a las
264 h nueve grupos y finalmente a las 312 h siete grupos diferentes en cuanto a la
produccion de proteasas (Anexo 2).
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var. acridum en medio H con caseina al 1%, y determinada con azocaseina

(absorbancia a 440nm).
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En la figura 6 se muestra la agrupacion jerarquica de los aislamientos estudiados
en cuanto a la produccién de proteasas a las 312 h en donde se muestra a los
aislamientos de baja (EH-494/4, EH-498/8 y EH-499/9), mediana (EH-484/6, EH-486/7,
EH-488/7, EH-489/1, EH-490/1, EH-491/8, EH-493/1, EH-497/7, EH-500/2, EH-502/8 y
EH-531/8) y alta (EH-483/8 y EH-487/4) produccidén enzimatica. Los arboles
correspondientes a las agrupaciones jerarquicas de las 120, 168, 216 y 264 h se
incluyen en el anexo 2, y en todos se muestra la diferencia en la produccion de

proteasas entre los aislamientos.

EH-487/4 —
EH-483/8 —-

EH-486/7 -
EH-493/1 -
EH-491/8 -
EH-48911 }

EH-484/6

EH-502/8 —
EH-488/7 =

EH-500/2
EH-490/1 : _'

EH-531/8

EH-49777
EH-499/10 5
EH-494/4
EH-498/8
I

0 S 10 15 20

Figura 6. Agrupacion jerarquica de los aislamientos estudiados en cuanto
a la produccion de proteasas alas 312 h .

5.3. Bioensayos de virulencia en langosta

Al principio del bioensayo las langostas (S. piceifrons) mostraron un
comportamiento inquieto pero a medida que transcurria el tiempo postinoculatorio éstas
se fueron aletargando. Los insectos comenzaron a morir a los 5 dias de la inoculacion
con el hongo, presentaron una coloracién roja y disminuyeron su consumo de alimento.
Los insectos que fueron muriendo se conservaron en cajas de Petri con papel de filtro

para constatar que efectivamente la muerte se debia a la infeccién del hongo.
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Las primeras zonas donde se observd esporulacién del hongo fueron las patas y
las antenas, posteriormente todo el insecto quedd cubierto por el crecimiento fungico.
En la Figura 7 se muestra una langosta testigo sin hongo (superior) en comparaciéon con

el insecto infectado cubierto de hongo (inferior).

Figura 7. Comparacion de un insecto testigo (arriba) con la langosta
infectada (abajo) con Metarhizium anisopliae var. acridum
a los 10 dias de la inoculacién.

Los aislamientos EH-489/1, EH-490/1 y EH-502/8 presentaron el TLM mas bajo
de 5.7, 5.7 y 5.5 dias respectivamente, sin diferencia significativa entre ellos (P>0.05),
siendo, por lo tanto, los mas virulentos de todos los estudiados. El aislamiento
EH-488/7 mostré6 un TLM de 12.1 dias siendo el menos virulento de todos los
aislamientos ensayados (Figura 8). Los aislamientos EH-484/6, EH-487/4, EH-489/1,
EH-490/1, EH-491/8, EH-493/1, EH-494/4, EH-497/7, EH-499/10, EH-500/2 y EH-531/8
mostraron un TLM entre 6.2 y 7.6 dias. En la figura 9 se muestra la agrupacion

jerarquica del TLM donde se distinguen seis grupos de virulencia.
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Aislamiento LM
EH-483/8 10.8 f
Eh-484/6 6.5 abc
m EH-486/7 9.5 de
8 EH-487/4 6.9 abc
o EH-488/7 12.1f
EH-489/1 57a
EH-490/1 57 a
EH-491/8 6.7 abc
EH-493/1 7.1 abc
EH-494/4 7.0 abc
EH-497/7 6.7 abc
EH-498/8 8.1cd
EH-499/10 6.8 abc
EH-500/2 7.6 bc
Aislados EH-502/8 55a
| EH-531/8 6.2 ab

! Tiempo Letal Medio.

% Las letras iguales indican que
no existe diferencia significativa
(P <0.05) entre elias (prueba
de comparacion de medias de
Tukey) -

Figura 8. Tiempo letal medio (TLM) en dias de 16 aislamientos de M. anisop'liae var. acridum.

5.4. Relacién entre concentracion de enzimas y virulencia

No se observé una relacién directa entre las actividades enzimaticas de quitinasas y
proteasas y la virulencia del hongo. No hubo coincidencia entre las maximas
producciones de proteasas y quitinasas y los aislamientos de mayor virulencia. Los tres
aislamientos de mayor virulencia EH-489/1, EH-490/1 y EH-502/8 mostraron una baja y
mediana produccion de quitinasas de 24.5, 33.9 y 7.4 UQ/m| respectivamente y
presentaron valores intermedios de produccion de proteasas de 96.2, 526 y 84.6
UP/ml, respectivamente. Los aislamientos de menor virulencia EH-483/8, EH-486/7 y
EH-488/7 mostraron valores altos e intermedios de quitinasas de 43.1, 30.9 y 28.3
UQ/ml respectivamente y presentaron valores altos e intermedios de proteasas de
108.9, 70.0 y 67.9 respectivamente (Tabla 7).
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Figura 9. Agrupacion jerarquica de los aislamientos estudiados de acuerdo al
tiempo letal medio (TLM).

Tabla 7. Virulencia (TLM) y concentracién de quitinasas
y proteasas de los aislamientos estudiados.

AISLAMIENTOS  QUITINASAS'  PROTEASAS® TIEMPO

uQ/mi UP/mI LETAL
MEDIO
(dias)
EH-483/8 431a° 124.7 g 10.8 ef
EH-484/6 21.5f 86.3 ef 6.5 abc
-EH-486/7 30.9 bc 106.1 fg 9.5de
EH-487/4 28.2 cde 126.3 g 6.9 abc
EH-488/7 28.3 cde 76.0 def 12.1f
EH-489/1 245 ef 96.2 f 5.7 a
EH-490/1 339b 52.6 bcd 57a
EH-491/8 27.3 cde 104.3 fg 6.7 abc
EH-493/1 29.1 bede 105.6 fg 7.1 abc
EH-494/4 29.9 bed 280a 7.0 abc
EH-497/7 59¢g 38.1 abc 6.7 abc
EH-498/8 26.0 cdef 114 a 8.1cd
EH-499/10 437 a 298a 6.8 abc
EH-500/2 55¢g 60.5 cde 7.6 bc
EH-502/8 749 84.6 ef 5.5a
EH-531/8 25.7 def 50.0 bed 6.2 ab

! Produccion de quitinasas a las 312 h del experimento.

% Produccion de proteasas a las 312 h del experimento.

® Las letras iguales en la columna indican que no existe diferencia
significativa (p< 0.-05) entre ellas (prueba de comparacion multipie
de medias de Tukey).
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6. DISCUSION

Metarhizium anisopliae utiliza una combinacién de enzimas y fuerzas mecanicas
para penetrar la cuticula del hospedante y acceder a la hemolinfa rica en nutrientes
(Charnley y St. Leger, 1991). Los principales componentes de la cuticula de los insectos
son las proteinas, quitina y lipidos (Andersen, 1979), por lo que los hongos
entomopatégenos deben producir al menos proteasas, quitinasas y lipasas para poder
penetrar al hospedante (Bidochka y Khachatourians, 1994, Samuels y Patterson, 1995).
De ahi que diversas investigaciones hayan mostrado que las actividades altas de
proteasa y quitinasa son caracteristicas de las cepas infectivas y virulentas (Bertholdo-
Vargas et al., 2003; Barranco-Florido et al., 2002; Bidochka et al., 1999; Gupta et al.,
1994).

Tomando en consideracion la importancia de las actividades enzimaticas en la
virulencia, en este trabajo se llevé a cabo una comparacién de las actividades de
quitinasas y proteasas de M. anisopliae var. acridum aislados de la langosta
S. piceifrons en México con el objetivo de corroborar si los aislamientos mas virulentos
son los que poseen las actividades mas altas de estas enzimas. Esta comparacion se
hizo para tener mayores parametros en la selecciéon de un candidato idoneo de este
hongo como agente microbiano para el control biolégico de la langosta, plaga relevante
en el pais por el dafio a cultivos y pastos de diversas regiones (Ramirez et al., 2001).

En el presente trabajo se observé una gran variabilidad entre aislamientos en
cuanto a la produccion enzimatica tanto de quitinasas como de proteasas lo que
confirma la diferencia fenotipica entre aislamientos de una misma especie fungica,
como se reporta por diversos autores (Rosato et al.,, 1981; Bidochka y Melzer, 2000; St.
Leger et al., 1994).

Esta variabilidad que presentan los aislamientos fungicos hace necesario el estudio
entre varios de ellos para seleccionar aquellos que posean las mejores caracteristicas
para ser utilizados como agentes microbianos.

' Las enzimas consideradas como determinantes principales de virulencia en
hongos entomopatogenos son las proteasas, ya que se han detectado durante el curso
de la infeccién en el insecto (Kucera, 1981; St. Leger, 1996a), inician la degradacién

cuticular y permiten que el hongo pehetre al hospedante. En este proceso la especie
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mas estudiada ha sido M. anisopliae, del cual se ha caracterizado su sistema
proteolitico. En este estudio los aislamientos mas virulentos de M. anisopliae
presentaron una concentracidn media de proteasas.

En nuestro estudio se determinaron las proteasas totales por el método de la
azocaseina (Sarath et al., 1989), sustrato cromogénico que fue usado por Tiago et al.
(2004) para detectar proteasas en aislamientos de Brasil de M. anisopliae var. acridum
y Paecilomyces fumosoroseus. En el ultimo hongo, este método fue el unico que evitd
que las toxinas fungicas que absorben a 280 nm interfirieran en la deteccion de las
proteasas totales extracelulares (Castellanos-Moguel, 2002).

La habilidad de las enzimas de M. anisopliae para hidrolizar la cuticula del
insecto esta dada por la accién combinada de las proteasas de tipo subtilisina (PR1) y
una tripsina (Pr2), que actuan dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de la
cuticula del insecto. Se han clonado a la fecha once genes que codifican para isoformas
de Pr1 (Pr1A -Pr1K) (Freimoser et al., 2003). Estas isoformas podrian habilitar a un
patogeno para explotar un amplio espectro de sustratos y poder estar involucrados en el
cambio de una fase patégena a una saprobia, constituyendo asi, un factor de virulencia
preformada (Bidochka y Melzer, 2000).

Las enzimas extracelulares aparecen secuencialmente en cultivos de
Metarhizium y Beauveria cuando crecen en cuitivo sumergido con inductores
especificos (Deshpande 1999). Las enzimas proteoliticas como las esterasas,
endopeptidasas, aminopeptidasas y carboxipeptidasas son producidas dentro de las
primeras 24 h del crecimiento flngico; las endoquitinasas, las cuales atacan polimeros
de quitina al azar, es producida en cantidades significativas después de 4 dias (96 h)
(Deshpande 1999). Este orden de producciéon de enzimas degradadoras extracelulares
es paralela a la secuencia de constituyentes de la cuticula del insecto (Charnley 1989).
En nuestro estudio comenzd a observarse un aumento de actividad quitinolitica hasta
las 120 h, lo que coincide con lo reportado, en cuanto que las proteasas actuan en
primer lugar y luego las quitinasas.

Por otro lado, St. Leger et al. (1996) mencionan que la quitinasa es producida a
niveles muy bajos por las estructuras de infeccion (conidios) en la cuticula y durante la
penetracion inicial del hongo y los niveles de quitina se elevan cuando el sustrato

deviene accesible, al acumularse en las zonas de degradacion proteolitica. Esto sugiere
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que la presencia de la quitinasa es dependiente de la accesibilidad al sustrato (St.
Leger, 1987, Charnley y St. Leger, 1991, Andersen, 1979).

En este estudio el inductor utilizado para la determinacién de la actividad de
quitinasas fue quitina extraida de cangrejo, utilizada también por Kang et al. (1999) para
determinar quitinasa en M. anisopliae. Ellos obtuvieron una quitinasa de 60 kDa con alta
actividad quitinolitica contra la quitina coloidal de cangrejo. En nuestro estudio también
se encontré quitinasa con el mismo inductor de quitina coloidal en medio minimo de
sales.

Se han caracterizado al menos seis quitinasas diferentes de M. anisopliae, y se
han clonado cuatro genes: chit1, chit2, chit3 y chit11 (Reis-Bogo et al., 1998). El
resultado de estas investigaciones muestran la posibilidad de que estos genes expresen
quitinasas que no solo actian en el proceso de penetracién sino también tengan un
papel en los procesos de nutricién y crecimiento celular del hongo (Baratto et al., 2003).
En nuestro estudio, la cantidad total producida de quitinasas es baja ya que el método
utilizado detecta sélo la cantidad de quitinasa liberada en el medio de cultivo utilizado.

Otra parte fundamental en la seleccion adecuada de candidatos como agentes
microbianos son los bioensayos en el insecto blanco. Por ésto, se llevaron a cabo
bioensayos del hongo M. anisopliae var. acridum en la langosta S. piceifrons. Los TLM
mas bajos (mayor virulencia) obtenidos en este trabajo fueron de 5.5 a 5.7 dias de los
aislamientos EH-502/8, EH-489/1 y EH-490/1, respectivamente, lo que coincide con las
observaciones de Bateman (1993) quien sefiala que M. anisopliae var. acridum mata al
insecto en cuatro o cinco dias, después de la colonizacién de la hemolinfa. Hernandez-
Velazquez et al. (2000) usaron el aislamiento MaPL40 (en este estudio EH-502/8) y
obtuvieron resultados similares en el TLM (de 5 dias). En un estudio realizado por
Magalhanes et al. (2000), probaron la virulencia de M. anisopliae var. acridum y B.
bassiana en adultos de chapulin Rhammatocerus schistocercoides con una
concentracion de 5000 conidios/insecto y obtuvieron una mortalidad acumulativa de
50 % entre 5 y 6 dias. En otro estudio donde prueban diferentes medios de cultivo para
M. flavoviride (= M. anisopliae var. acridum) aislamiento de ortéptero y ensayado en
Schistocerca gregaria en una concentracion de 10’ propagulos/m| se encohtré una
mortalidad acumulativa del 50% entre 5 y 6 dias (Fargues et al., 2001). Ambos

resultados coinciden con los obtenidos en nuestro estudio.
-30-



La variacion natural entre aislamientos podria ser usada para desarrollar
micoinsecticidas mas efectivos dentro del Manejo Integrado de Plagas. Aunque los
resultados de enzimas obtenidos en este trabajo no correlacionaron directamente con la
virulencia, es indudable que el estudio de cada una de éstas caracteristicas entre un
numero adecuado de hongos, nos permitira seleccionar con una mayor objetividad Ia
cepa mas adecuada como un agente microbiano para el control biolégico de la

langosta.
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7. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en este trabajo sitian a los aislamientos EH-484/6
(quitinasas medias, 21.5 UQ/ml y proteasas alta, 102.9 UP/m), EH-487/4 (quitinasas
media, 28.2 UQ/ml y proteasas aita, 159.2 UP/ml), EH-493/1 (quitinasas media, 29.1
UQ/mly proteasas alta, 119.9 UP/ml), EH-502/8 (quitinasas baja, 7.4 UQ/ml y proteasas
alta, 103.6 UP/ml) y EH-531/8 (quitinasas media, 25.7 UQ/ml y proteasas baja, 30.8
UP/ml) entre los mas virulentos de todos aquellos estudiados, y con virulencia similar a
la de aislamientos de otras partes del mundo.
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9. Anexos



Anexo 1. Arboles correspondientes a las agrupaciones jerarquicas de las 24, 72, 120,
168, 216 y 264 h de produccién de quitinasa
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EH-494/4
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216 h
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Anexo 2. Matrices de distancias euclidianas, método de unién simple (nearest neighbor)
definida por la concentracién de quitinasas a las 24, 72, 120, 168, 216, 264 y 312 hrs.

Quitinasas 24 h

Cluster Cluster Seunenala No. de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster

EH-497/7 EH-486/7 0.030 2

EH-489/1 EH-484/6 0.030 2

EH-531/8 EH-493/1 0.050 2

EH-494/4 EH-483/8 0.060 2

EH-498/8 EH-531/8 0.060 3

EH-491/8 EH-488/7 0.080 2

EH-497/7 EH-500/2 0.110 3

EH-489/1 EH-491/8 0.120 4

EH-494/4 EH-502/8 0.130 3

EH-490/1 EH-497/7 0.160 4

EH-489/1 EH-498/8 0.290 7

EH-489/1 EH-499/10 0.490 8

EH-487/4 EH-494/4 0.500 4

EH-487/4 EH-490/1 0.680 8

EH-487/4 EH-489/1 2.760 16

Quitinasas 72 h
Cluster Cluster Seunenala No. de miembros
(grupo) {(grupo) distancia en el nuevo cluster

EH-498/8 EH-491/8 0.010 2

EH-502/8 EH-484/6 0.060 2

EH-490/1 EH-483/8 0.070 2

EH-494/4 EH-486/7 0.090 2

EH-489/1 EH-487/4 0.090 2

EH-489/1 EH-490/1 0.110 4

EH-488/7 EH-498/8 0.130 3

EH-500/2 EH-497/7 0.190 2

EH-494/4 EH-488/7 0.240 5

EH-531/8 EH-500/2 0.240 3

EH-502/8 EH-531/8 0.320 5

EH-494/4 EH-489/1 0.400 9

EH-502/8 EH-494/4 0.440 14

EH-502/8 EH-499/10 1.480 15

EH-493/1 EH-502/8 2.870 16
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Quitinasas 120 h

Cluster Cluster Seunenala No. de miembros

(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-491/8 EH-483/8 0.080 2
EH-487/4 EH-484/6 0.080 2
EH-502/8 EH-489/1 0.100 2
EH-490/1 EH-486/7 0.110 2
EH-502/8 EH-500/2 0 0.140 2
EH-497/7 EH-502/8 ~0.210 3
EH-490/1 EH-494/4 0.350 3
EH-498/8 EH-488/7 0.390 2
EH-498/8 EH-531/8 0.390 4
EH-491/8 EH-498/8 0.470 6
EH-491/8 EH-499/10 0.630 7
EH-490/1 EH-487/4 0.680 5
EH-491/8 EH-490/1 1.540 12
EH-491/8 EH-502/8 4.200 13
EH-497/7 EH-491/8 5.830 16
Quitinasas 168 h

Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-494/4 EH-487/4 0.070 2
EH-531/8 EH-489/1 0.080 2
EH-531/8 EH-497/7 0.270 2
EH-491/8 EH-488/7 0.290 2
EH-490/1 EH-494/4 0.420 3
EH-531/8 EH-491/8 0.450 4
EH-500/2 EH-502/8 0.520 3
EH-490/1 EH-486/7 0.560 4
EH-484/6 EH-483/8 0.560 2
EH-499/10 EH-531/8 0.810 5
EH-498/8 EH-499/10 0.860 6
EH-498/8 EH-484/6 1.280 8
EH-498/8 EH-490/1 2.230 12
EH-498/8 EH-493/1 4.160 13
EH-498/8 EH-500/2 10.370 16
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Quitinasas 216 h

Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-502//8 EH-497/7 0.020 2
EH-488/7 EH-493/8 0.060 2
EH-491/8 EH-498/ 0.160 2
EH-531/8 EHN-494/4 0.170 2
EH-531/8 EH-490/1 0.210 3
EH-502/8 EH-500/2 0.220 3
EH-487/4 EH-486/7 0.280 2
EH-491/8 EH-498/8 0.420 3
EH-491/8 EH-531/8 0.470 6
EH-491/8 EH-487/4 0.800 8
EH-484/6 EH-491/8 1.840 9
EH-484/6 EH-488/7 2.300 11
EH-484/6 EH-493/1 3.610 12
EH-484/6 EH-499/10 7.430 13
EH-531/8 EH-484/6 11.890 16
Quitinasas 264 h
Cluster Cluster Seunenala No. de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-498/8 EH-494/4 0.030 2
EH-488/7 EH-486/7 0.050 2
EH-499/10 EH-483/8 0.090 2
EH-493/1 EH-489/1 0.210 2
EH-531/8 EH-498/8 0.430 3
EH-493/1 EH-531/8 0.440 5°
EH-500/2 EH-497/7 0.670 2
EH-491/8 EH-484/6 0.880 2
EH-488/7 EH-490/1 0.980 3
EH-487/4 EH-488/7 1.410 4
EH-500/2 EH-500/2 1.450 3
EH-493/1 EH-487/4 1.540 9
EH-491/8 EH-493/1 1.660 11
EH-491/8 EH-499/10 4610 13
EH-500/2 EH-491/8 14.110 16

=45 -



Quitinas 312 h

Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster

EH-488/7 EH-487/4 0.120 2

EH-531/8 EH-498/8 0.320 2

EH-500/2 EH-497/7 0.430 2

EH-499/10 EH-483/8 0.650 2

EH-494/4 EH-483/1 0.740 2

EH-488/7 EH-494/4 0.830 4

EH-491/8 EH-488/7 0.850 5

EH-491/8 EH-486/7 1.040 6

EH-489/1 EH-531/8 1.140 3

EH-489/1 EH-491/8 1.320 9

EH-502/8 EH-500/2 1.510 3

EH-489/1 EH-490/1 3.000 10

EH-489/1 EH-484/6 3.010 11

EH-489/1 EH-499/10 9.150 13

EH-502/8 EH-489/1 14.110 16
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Anexo 3. Arboles correspondientes a las agrupaciones jerarquicas de las 24, 72, 120,
168, 216 y 264 h de produccién de proteasa.

24 h 72 h
EH-484/6 EH-484/6
EH-487/4 EH-488/77
EH-48877 — EM-487/4
ER-502/2 EH-493/1
ER-493/1 ]J-_ ER-500/2 L
ER-499/10 _ EH-502/8
EH-500/2 — EH-483/8 -
EH-49777 EH-499/10"—

EH-498/8 — EH.d977 —= ‘_ B

EH-489/1 EH-494/4

EH-483/8 EH-491/8 —
EH-494/4 EH-486/7 ]
EH-531/8 ER-498/8

EH-486/7 EH-490/1

EH-490/1

EH-489/1 : B
T

EH-491/8 EH-531/8 — T T T T T
I T T T T 1
00 01 02 03 04 05 0.00.10.20.30.40.50.60.70.80.¢
120 h 168 h
Ny EH-531/8
-502/8
B EH-50072
Bl — e
EH-491/8 EH-497/3
EH-483/8 m EH494/
EH-493/1 EH49 .
EH-497/7 | bt
EH-500/2 EH-490/1
EH-4044 | EH-489/1
EH-490/1 EH-4887
o iy
EH-498/8 |
EH-487/4 E-Msg:i/oz; F——
EH-489/1 =
EH-499/10; | | | EH-4838
EH-487/4
0 5 10 15 - , | |
0 5 10

16
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216 h

EH-487/4 - -|
EH-483/8
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EH-483/1
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EH-486/7
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264 h
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EH-499/1

0 10 20
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Anexo 4. Matrices de distancias euclidianas, método de unién simple (nearest neighbor)
definida por la concentracion de proteasas a las 24, 72, 120, 168, 216, 264 y 312 hrs.

Proteasa 24 h

Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
{(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-494/4 EH-483/8 0.010 2
EH-499/10 EH-493/1 0.020 2
EH-494/4 EH-531/8 0.030 "3
EH-531/8 EH-499/10 0.030 3
EH-486/7 EH-494/4 0.050 4
EH-500/2 EH-497/7 0.060 2
EH-486/7 EH-489/1 0.110 5
EH-488/7 EH-487/4 0.110 2
EH-490/1 EH-486/7 0.130 6
EH-498/8 EH-490/1 0.160 7
EH-500/2 EH-502/8 0.170 5
EH-488/7 EH-500/2 0.220 7
EH-498/8 EH-491/8 0.220 8
EH-488/7 EH-484/6 0.380 8
EH-488/7 EH-498/8 0.470 16

Proteasa 72 h

Cluster Cluster Seunenala No. de miembros
(grupo) {(grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-494/4 EH-491/8 0.000 2
EH-498/8 EH-486/7 _ 0.010 2
EH-499/10 EH-497/7 . 0.020 2
EH-498/8 EH-494/4 0.040 4
EH-531/8 EH-489/1 0.050 2
EH-483/8 EH-499/10 0.090 3
EH-490/1 EH-498/8 0.090 5
EH-502/8 EH-500/2 0.090 2
EH-502/8 EH-483/8 0.120 5
EH-502/8 EH-493/1 0.120 6
EH-531/8 EH-490/1 0.150 7
EH-488/7 EH-487/4 0.160 2
EH-502/8 EH-488/7 0.240 8
EH-502/8 EH-484/6 0.440 9
16

EH-502/8 , EH-531/8 0.850
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Proteasa 120 h

Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-493/1 EH-483/8 0.010 2
EH-498/8 EH-487/4 0.030 2
EH-488/7 EH-486/7 0.090 2
EH-494/4 EH-490/1 0.090 2
EH-500/2 EH-497/7 0.110 2
EH-493/1 EH-491/8 0.160 3
EH-498/8 EH-488/7 0.180 4
EH-498/8 EH-489/1 0.180 5
EH-499/10 EH-498/8 0.180 6
EH-493/1 EH-500/2 0.360 5
EH-499/10 EH-494/4 0.370 8
EH-493/1 EH-499/10 0.670 13
EH-531/8 EH-493/1 1.380 14
EH-502/8 EH-484/6 6.800 2
EH-502/8 EH-531/8 11.360 16

Proteasa 168 h

Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster

EH-497/7 EH-491/8 0.010 2

EH-490/1 EH-497/7 0.010 3

EH-494/4 EH-489/1 0.080 2

EH-500/2 EH-486/7 0.080 2

EH-494/4 EH-531/8 0.090 3

EH-500/2 EH-488/7 0.190 3

EH-499/10 EH-500/2 0190 4

EH-490/1 EH-499/10 0.220 7

EH-494/4 EH-498/8 0.450 4

EH-494/4 EH-490/1 0.520 11

EH-502/8 EH-493/1 0.670 2

EH-494/4 EH-484/6 3.750 12

EH-502/8 EH-494/4 6.800 14

EH-487/4 EH-483/8 10.530 2

EH-502/8 ~ EH-487/4 14.530 16




Proteasa 216 h

Cluster Cluster Seunenala No. de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-499/10 EH-487/4 0.010 2
EH-502/8 EH-486/7 0.100 2
EH-494/4 EH-502/8 0.160 3
EH-497/7 EH-499/10 0.170 3
EH-500/2 EH-489/1 0.180 2
EH-497/7 EH-494/4 0.370 6
EH-497/7 EH-484/6 0.680 7
EH-497/7 EH-490/1 0.750 8
EH-497/7 EH-500/2 1.140 10
EH-498/8 EH-483/8 1.380 2
EH-491/8 - EH-497/7 3.760 11
EH-531/8 EH-488/7 3.890 2
EH-498/8 EH-493/1 5.810 3
EH-498/8 EH-491/8 15.370 14
EH-531/8 EH-498/8 71.600 16
Proteasa 264 h
Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
(grupo) (grupo) distancia en el nuevo cluster
EH-491/8 EH-488/7 0.430 2
EH-498/8 EH-494/4 0.670 2
EH-490/1 EH-489/1 3.020 2
EH-498/8 EH-499/10 3.870 3
EH-531/8 EH-500/2 4.500 2
EH-484/6 EH-483/8 6.000 2
EH-490/1 EH-497/7 6.900 3
EH-490/1 EH-486/7 7.750 4
EH-490/1 EH-531/8 7.900 6
EH-493/1 EH-484/6 11.000 3
EH-491/8 EH-490/1 1.120 8
EH-502/8 EH-491/8 11.510 9
EH-502/8 EH-498/8 12.380 12
EH-502/8 EH-493/1 23.510 15
EH-487/4 EH-502/8 39.250 16
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Proteasa 312 h

Cluster Cluster Seunenala No.de miembros
{grupo) {grupo) distancia en el nuevo cluster

EH-493/1 EH-486/7 0.450 2

EH-491/8 EH-493/1 1.340 3

EH-487/4 EH-483/8 1.560 2

EH-502/8 EH-484/6 1.660 2

EH-499/10 EH-494/4 1.800 2

EH-531/8 EH-490/1 2.680 2

EH-531/8 EH-500/2 7.870 3

EH-491/8 EH-489/1 8.120 4

EH-497/7 EH-499/10 8.300 3

EH-488/7 EH-502/8 8.600 3

EH-488/7 EH-491/8 9.890 7

EH-531/8 EH-497/7 11.900 6

EH-531/8 EH-488/7 15.480 13

EH-498/8 EH-531/8 16.620 14

EH-498/8 EH-487/4 18.670 16
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Anexo 5. Prueba de Tukey y subconjuntos homogéneos correspondientes a las 24, 72,
120, 168, 216 y 312 h de produccién de quitinasa

Q24h a b

EH-484/3 0.00
EH-489/1 0.03
EH-488/7 0.14
EH-491/8 0.23
EH-498/8 0.52
EH-531/8 0.57
EH-493/1 0.63
EH-489/10 1.11

EH-490/1 3.87
EH-500/2 4.04
ER-497/7 4.15
EH-486/7 418
EH-483/8 4.86
EH-494/4 4.92
EH-502/8 5.0
EH-487/4 5.54

Con base en la suma de cuadrados de tipo ||
Usando media harménica simple
Alfa=0.05

Q72h a b c d e f g

EH-499/10 2.03

EH-484/6 3.52

EH-502/8 3.58 3.58

EH-500/2 3.89 3.89 3.89

EH-497/7 408 4.08 4.08

EH-531/8 432 432 432 432
EH-490/1 ' 476 476 476 476
EH-483/8 483 483 4.83
EH-489/1 494 494 494
EH-487/4 503 5.03 503
EH-486/7 544 544
EH-494/4 5.52
EH-488/7 5.77
EH-498/8 5.89
EH-491/8 5.90
EH-493/1 8.78

Con base en la suma de cuadrados de tipo llI
Usando media harmoénica simple
Alfa=0.05



Q120 h

a

b

EH-500/2
EH-502/8
EH-497/7
EH-494/4
EH-490/1
EH-486/7
EH-484/6
EH-487/4
EH-483/8
EH-491/8
EH-531/8
EH-489/1
EH-498/8
EH-488/7
EH-499/10
EH-493/1

1.99
213
2.34

8.17
8.52
8.62
9.31
9.39

9.31
9.39
10.93
11.00
11.48

9.39
10.93
11.00
11.48
11.58

10.93
11.00
11.48
11.58
11.97
12.36
12.99

17.19

Con base en la suma de cuadrados de tipo Il
Usando media harmoénica simple

Alfa=0.05

Q 168 h

a

EH-500/2
EH-502/8
EH-497/7
EH-487/4
EH-494/4
EH-490/1
EH-486/7
EH-484/6
EH-483/8
EH-499/10

EH-531/8
EH489/1

EH-488/7
EH-491/8
EH-498/8
EH-483-1

1.69
2.21
2.49

12.86
12.93
13.34
13.90

13.34
13.90
16.44

13.90
16.44
16.70

16.44
16.70
17.98
18.79
18.87

16.70
17.98
18.79
18.87
19.31
19.61

17.98
18.79
18.87
19.31
19.61
20.47

24.62

Con base en la suma de cuadrados de tipo llI
Usando media harmoénica simple

Alfa=0.05
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Q216 h a b c d e
EH-500/2 2.09

EH-497/7 2.31

EH-502/8 2.34

EH-484/6 14.22

EH-531/8 16.07 16.07

EH-494/4 16.24 16.24

EH-490/1 16.44 16.44

EH-498/8 16.92 16.92

EH-491/8 17.34 17.34

EH-498/1 17.50 17.50

EH-486/7 18.30 18.30

EH-487/4 18.57 18.57

EH-488/7 20.88 20.88
EH-483/8 20.93 20.93
EH-493/1 24.54
EH-499/10 31.98

Con base en la suma de cuadrados de tipo Il

Usando media harmoénica simple

Alfa=0.05

Q 264 h a b c d
EH-497/7 4.08

EH-500/2 4.75

EH-502/8 6.20

EH-484/6 20.30

EH-491/8 21.19 :
EH-489/1 22.84 2284
EH-493/1 23.05 23.05
EH-531/8 23.49 23.49
EH-494/4 23.92 23.92
EH-498/8 2395 2395
EH-487/4 2549 2549
EH-490/1 26.90
EH-488/7 27.89 27.89
EH-486/7 27.94 2794
EH-483/8 32.54
EH-499/10 32.63

Con base en la suma de cuadrados de tipo |l

Usando media harmonica simple

Alfa=0.05
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Q312 h a b c d e f
EH-500/2 5.53

EH-497/7 5.96

EH-502/8 7.47

EH-484/6 21.57

EH-489/1 24.58

EH-531/8 2573 2573 25.73

EH-498/8 26.05 26.05 26.05

EH-491/8 27.37 27.37

EH-487/4 28.21 28.21 28.21
EH-488/7 28.33 28.33 28.33
EH-493/1 29.16 29.16 29.16
EH-494/4 29.91 29.91 29.91
EH-486/7 30.95 30.95
EH-490/1 33.95
EH-483/8 43.10
EH-499/10 43.75

Con base en la suma de cuadrados de tipo ]

Usando media harménica simple

Alfa=0.05
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Anexo 6. Prueba de Tukey y subconjuntos homogéneos correspondientes a las 24, 72,
120, 168, 216 y 312 h de produccién de proteasas

P24h a b c d _e f

EH-491/8 2.10

EH-490/1 2.32

EH-486/7 2.45

EH-531/8 2.51 2.51

EH-494/4 253 253 2.53
EH-483/8 255 255 255
EH-489/1 265 265 2.65
EH-498/8 281 281 281 281

EH-497/7 328 328 328 328

EH-500/2 3.34 334 334

EH-499/10 351 351 3.51
EH-493/1 3.54 354 354
EH-502/8 357 357 357
EH-488/7 378 3.78
EH-487/4 3.90 3.90
EH-484/6 4.28

Con base en la suma de cuadrados de tipo Il
Usando media harménica simple
Alfa=0.05

P72h a b c d e

EH-531/8 2.17

EH-489/1 2.23

EH-490/1  2.37

EH-498/8 246 246
EH-486/7 247 247
EH-494/4 251 251 2.51
EH-491/8 2562 252 252

EH-497/7 3.37 3.37 3.37
EH-499/10 339 339 339
EH-483/8 3.48 3.48
EH-502/8 3.60
EH-500/2 3.68 3.68
EH-493/1 3.81 3.81
EH-487/4 405 4.05
EH-488/7 421 421
EH-484/6 4.65

Con base en la suma de cuadrados de tipo ll|
Usando media harménica simple
Alfa=0.05




P120h a b c

EH-487/4 3.58

EH-497/7 3.77

EH-499/10 3.94 3.94
EH-488/7 3.97 3.97
EH-500/2 4.16 4.16
EH-498/8 4.24 424
EH-494/4 462 462
EH-490/1 4.70 4.70
EH-486/7 538 5.38
EH-489/1 548 548
EH-491/8 584 584
EH-531/8 585 585
EH-493/1 6.02 6.02
EH-483/8 7.40 7.40
EH-484/6 18.75 18.75
EH-502/8 25.56

Con base en la suma de cuadrados de tipo Il

Usando media harmonica simple

Alfa=0.05

P 168 h a b c d
EH-498/8 4.14
EH-531/8 4.60
EH-494/4 4.68
EH-489/1  4.77
- EH-490/1  5.28
EH-497/7  5.30
EH-491/8 5.31
EH-499/10 5.52
EH-500/2 5.72
EH-486/7 5.80
EH-488/7 5.98
EH-484/6 074 074
EH-502/8 16.54
EH-493/1 17.20
EH-483/8 31.73
EH-487/4 42.27

Con base en la suma de cuadrados de tipo lil

Usando media harmonica simple

Alfa=0.05
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P216h a b c d
EH-408/8  4.21

EH-494/4 496

EH-500/2  5.63

EH-490/1 5.73

EH-531/8  5.89

EH-497/7  6.27
EH-499/10 6.44

EH-489/1 6.44

EH-486/7  7.59

EH-488/7 7.76

EH-491/8 11.53 11.53

EH-493/1 26.90 26.90
EH-502/8 28.28
EH-484/6 34.09
EH-483/8 105.69
EH-487/4 109.57

Con base en la suma de cuadrados de tipo |l
Usando media harmoénica simple

Alfa=0.05

P 264 h

a

EH-499/10
EH-498/8
EH-494/4
EH-500/2
EH-531/8
EH-497/7
EH-490/1
EH-489/1
EH-486/7
EH-491/8
EH-488/7
EH-502/8
EH-484/6
EH-483/8
EH-493/1
EH-487/4

9.39
13.26
13.93
26.31
30.80
38.70

26.31 26.31
30.80 30.80
38.70 38.70 38.70
4561 4561 4561 4561
48.62 4862 48.62 4862
56.38 56.38 56.38
67.50 67.50
67.93 67.93
79.43

67.50
67.93
79.43
102.95

79.43
102.95
108.94

102.95
108.94
119.95

159.20

Con base en la suma de cuadrados de tipo Il
Usando media harménica simple

Alfa=0.05
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P312h

a

EH-408/8
EH-494/4
EH-499/10
EH-497/7
EH-531/8
EH-490/1
EH-500/2
EH-488/7
EH-502/8
EH-484/6
EH-489/1
EH-491/8
EH-493/1
EH-486/7
EH-483/8
EH-487/4

11.39
28.02
29.81
38.11

38.11
50.01
52.69

38.11
50.01
52.69
60.56

50.01
52.69
60.56
76.05

60.56
76.05
84.64
86.30

76.05
84.64
86.30
96.20
104.32
105.66
106.11

104.32
105.66
106.11
12478
126.33

Con base en la suma de cuadrados de tipo I

Usando media harménica simple

Alfa=0.05
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