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Introducción 

1. INTRODUCCIÓN 
 

El uso excesivo de plaguicidas químicos provoca efectos negativos en el 

ambiente y en la salud humana. Además, contribuye al aumento de plagas porque 

crea resistencia en éstas, y destruye a sus enemigos naturales. Para reducir estos 

efectos se han implementado sistemas agrícolas sustentables, basados en el 

conocimiento de las relaciones entre los cultivos, el ambiente y los organismos 

presentes en el campo. Una alternativa al uso de plaguicidas químicos es el 

control biológico, en el que se emplean hongos entomopatógenos como agentes 

microbianos contra insectos plaga (Monzón, 2001). Los más usados son: 

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, M. 

flavoviride Gams & Rosypal, Lecanicillium lecanii (Zimmerm.) Zare & W. Gams, y 

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith, entre otros ( Bateman, 1997; 

Milner, 1997; Bidochka et al., 1987).  

Dentro del control biológico el hongo Metarhizium anisopliae var. acridum 

(M. a. var. acridum) (= M. flavoviride) es de los más eficientes como agente 

microbiano para el control de insectos acrídidos, como chapulines y langostas 

(Orthoptera: Acrididae) (Prior et al., 1992; Hernández-Velázquez et al., 1997). 

Arthurs et al. (2003) han mostrado que este hongo acaba en poco tiempo con 

estos insectos, disminuye su reproducción, su movilidad, el consumo de alimento 

y, en el campo, es reutilizado. Actualmente se emplea M. a. var. acridum como 

micoinsecticidas registrados, la cepa IMI-330189 “Green Muscle“®, en África, y la 

cepa FI-985 “Green Guard” ®, en Australia (Butt et al., 2001).  

En México se ha trabajado en los últimos diez años en la búsqueda de 

entomopatógenos potencialmente útiles para el control biológico de acrídidos 

(Hernández-Velázquez et al., 1997; Hernández-Velázquez & Berlanga, 1998; 

Barrientos & Milner, 2001). La colección de entomopatógenos del Centro Nacional 

de Referencia de Control Biológico (CNRCB) cuenta con 35 aislados de 

Metarhizium spp. que han mostrado alta virulencia hacia langosta y saltamontes 

(Hernández-Velázquez et al., 1997; Hernández-Velázquez, 2001). 

Metarhizium a. var. acridum es un hongo mitospórico (no se le conoce 

forma sexual), con conidios elipsoidales de 7-9 X 4.5–5.5 µm, enteroblásticos y 
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producidos en sucesión basípeta, dispuestos en columnas que se forman por la 

agrupación de conidióforos en forma de candelabro (Fig. 1). En medio de cultivo 

sólido presenta colonias de color amarillo o verde olivo (Samson et al., 1988), 

pulverulentas, con micelio aterciopelado formando conidios a partir de células 

especializadas llamadas fiálides, mientras que en cultivo sumergido forma micelio 

agrupado en pelotillas (“pellets”), que consisten en una colonia esferoidal 

desarrollada en un cultivo líquido, particularmente en un cultivo con agitación 

(Ulloa y Hanlin, 2000), y/o células aisladas (Fargues et al., 2001).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1. Conidióforo de M. a. var. acridum en forma de candelabro 

10 µm

 con conidios organizados en cadenas. 
 
 

Los hongos entomopatógenos varían considerablemente en su modo de 

acción, virulencia y especificidad hacia el hospedero (Clarkson & Charnley, 1996; 

Askary et al., 1999). Los eventos que generalmente constituyen el proceso de 

infección por estos hongos son: a) adhesión del conidio a la cutícula del insecto; b) 

germinación del conidio y la producción de tubos germinales y ramificaciones 

hifales que colonizan la superficie de la cutícula; c) formación del apresorio, un 

hinchamiento aplanado que se origina del tubo de germinación del conidio, que le 

permite adherirse a la superficie cuticular del hospedero antes de penetrarlo con la 

clavija de infección; d) penetración de tubos germinales que involucra presión 

mecánica y producción de enzimas que degradan la cutícula la epicutícula, 

después las estructuras infectivas se expanden lateralmente en las capas externas 

de la procutícula y forman placas de penetración que se distribuyen vertical o 
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lateralmente; e) invasión masiva de la hemolinfa y otros tejidos internos, 

asimilación de nutrientes y acumulación de lípidos; el micelio se ramifica en el 

hemocele y forma propágulos fúngicos, como cuerpos hifales, hifas y/o 

blastosporas; f) salida del hongo del hospedero con producción de conidióforos 

(Fig. 2). El período de infección descrito es aproximadamente de 6-7 días 

(Charnley & St. Leger, 1989; Askary et al., 1999). 

 

 
Fig. 2. Proceso infectivo por hongos entomopatógenos 

(modificado de Charnley & St. Leger, 1989). 
 

Las diferentes morfologías que ocurren en el proceso de infección son 

elementos importantes en la elaboración de un micoplaguicida ya que los conidios 

con su ingrediente activo, y las blastosporas se han reportado como una buena 

opción también, porque se producen en mayor número y en menor tiempo que los 

conidios aéreos (Bidochka et al., 1987; Jackson et al., 2003).  

Entre los investigadores de hongos entomopatógenos, el término 

blastospora se aplica comúnmente a cuerpos hifales, producidos en el hemocele 

del insecto, o en cultivo sumergido, por un proceso de gemación hifal, excluyendo 

la formación de fialoconidios. En taxonomía fúngica el término blastospora 

describe todo tipo de propágulo generado de un desarrollo blástico, el cual no 

excluye las fialosporas enteroblásticas (Ulloa y Hanlin, 2000; Fargues et al., 2001). 
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 Esta multiplicidad de formas encontradas en los hongos es una de sus 

características plásticas que puede estar asociada a su patogenicidad (Borges- 

Walmsley et al., 2000). En hongos patógenos se pueden encontrar formas 

miceliales en la naturaleza, formas levaduriformes y mezclas de formas en el 

hospedero y viceversa (Szanislo, 1985). A los hongos que presentan esta 

diferenciación morfológica se les denomina dimórficos. En algunos hongos esta 

habilidad para cambiar de forma se considera necesaria para la virulencia 

(Borges- Walmsley et al., 2000). Por ejemplo en el hongo entomopatógeno, 

Nomuraea rileyi, la baja virulencia se ha correlacionado con la ausencia de la fase 

levaduriforme (Alves et al., 2002).  

 Existen hongos que presentan fase micelial en su forma saprobia, y de 

levadura o blastospora en su forma parasítica o viceversa, como el caso de 

algunos patógenos del hombre, como Histoplasma capsulatum que exhibe 

crecimiento por gemación dentro del tejido infectado y presenta micelio en el 

ambiente externo (Keath et al., 1989). El fenómeno de dimorfismo, según Madani 

& Fink et al. (1998), es la capacidad de algunos hongos de presentar diferentes 

morfologías dependiendo de las condiciones ambientales. Se ha observado en 

diferentes hongos, como algunos patógenos del hombre (Candida albicans, H. 

capsulatum, Coccidioides immitis, Sporothrix schenckii y Paracoccidioides 

brasiliensis), patógenos de plantas (Ustilago maydis, Magnaporthe grisea y 

Cryphonectria parasitica), patógenos de insectos (B. bassiana), y en algunos 

hongos filamentosos (Aspergillus nidulans, Mucor rouxii y Neurospora crassa) 

(Vanden Bossche et al., 1993; Lengeler et al., 2000). 

 El significado de la diferenciación morfológica varía considerablemente en 

las distintas enfermedades fúngicas. La variedad de morfologías en los hongos les 

confieren ventajas en diferentes estados y sitios de la infección. Sin embargo, esta 

variedad de formas es solamente una parte del mecanismo de patogenicidad de 

los hongos patógenos. Para conocer la implicación de la morfología en la 

patogenicidad es necesario evaluarla como un todo y en cada una de las etapas 

de la infección (Gow et al., 2002).  
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Estudios actuales están mostrando una red compleja de regulación para el 

control de esta transición morfológica. Diferentes vías de señales y factores de 

transcripción parecen converger hacia la regulación de esta transición. Varios de 

los genes conocidos, algunos específicos de fase, tanto micelial como 

levaduriforme, están implicados en la virulencia fúngica. Por ejemplo, la levadura 

de H. capsulatum que es la forma virulenta del hongo, expresa diversos genes 

asociados a la virulencia (Keath et al.,1989). En patógenos de plantas también se 

ha observado que el dimorfismo es una transición generalmente necesaria para 

llevar a cabo la invasión del hospedero (Borges- Walmsley et al., 2000; Lengeler et 

al., 2000). Esto sugiere que las vías de señales que regulan el dimorfismo son 

relevantes en la patogénesis del hongo (Liu, 2001). 

Las diferentes morfologías fúngicas dependen de las condiciones en que se 

encuentran los hongos, y son altamente variables (Madhani et al., 1998; Ruiz-

Herrera et al., 2002). Entre las más importantes se encuentran el pH, la 

temperatura y la presencia de componentes específicos –fuentes de nitrógeno y 

carbono- en el medio de cultivo (Szaniszlo, 1985) o en el propio hospedero. El 

conocimiento de dichas condiciones de cultivo hace posible la regulación de la 

morfología fúngica, que en hongos filamentosos puede mejorar las propiedades de 

crecimiento e incrementar los niveles de biomasa para la producción industrial 

(Lübbehüsen et al., 2004). 

En hongos entomopatógenos la transición dimórfica ha sido muy poco 

estudiada. Como consecuencia, actualmente se cuenta con pocos datos sobre el 

tema. En trabajos como el de Vidal et al. (1998), se menciona que los hongos 

entomopatógenos crecidos en cultivo sumergido forman células por separación 

esquizolitíca en los septos, por fragmentación mecánica de las hifas o por 

gemación hifal. Además, M. a. var. flavoviride (ahora acridum), produce 

propágulos oblongos levaduriformes y otros parecidos a conidios aéreos (Fargues 

et al., 2001). En medio de cultivo líquido P. fumosoroseus muestra una alta 

producción de blastosporas (Jackson et al., 1997), originadas de la parte apical o 

de las ramificaciones de las hifas (Vidal et al., 1998). En lo que respecta al medio 

de cultivo sólido, Kleespies & Zimmermann (1992) mencionan que los hongos  
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RESUMEN 
 

Los insecticidas químicos aplicados para combatir plagas agrícolas, como la 
langosta (Schistocerca piceifrons ssp. piceifrons), causan daño al hombre y al 
ecosistema. Por ello, en México se plantea la necesidad de buscar alternativas 
más seguras, como el control biológico. Dentro de estas alternativas se encuentra 
el hongo Metarhizium anisopliae var. acridum (M. a. var. acridum), como agente 
microbiano contra la langosta. El proceso de infección por este hongo en el insecto 
ha sido poco estudiado, a pesar de que es parte fundamental en la virulencia que 
manifiesta el organismo hacia el insecto-plaga. De ahí la relevancia de los 
estudios biológicos básicos sobre este tema. El objetivo de este estudio fue la 
caracterización de los propágulos que presenta este microorganismo, tanto in vitro 
como in vivo, y su implicación en la virulencia. Para llevar a cabo el seguimiento 
de la transición de M. a. var. acridum, se monitorizaron tres aislados 
seleccionados de acuerdo a su alta, media y baja virulencia. La morfología in vitro 
se estudió en los propágulos obtenidos en agar de papa y dextrosa (APD), 
adicionado con glicerol al 14%, incubados a 28 y 37 °C, e in vivo, infectando 
langostas. La monitorización se llevó a cabo con microscopía fotónica, en un 
microscopio Olympus BX 50 12 ,y, hasta completar 120 h de incubación, cada 24 
h se cuantificaron los diferentes propágulos encontrados. También se utilizó 
microscopía electrónica de barrido (MEB) y de transmisión (MET); para esto, la 
fijación se hizo con glutaraldehido al 3% y paraformaldehido al 2% en 
amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7.2), la posfijación con tetróxido de osmio al 
1%, y las observaciones con un microscopio DSM 950 y EM|10, respectivamente. 
En el caso de la MET, la inclusión fue en araldita convencional y de manera 
gradual, los cortes semifinos (1 µm) con cuchilla de vidrio y los finos (100 nm) con 
cuchilla de diamante. Para una mayor comprensión del fenómeno, se utilizaron 
técnicas de tinción como las de hematoxilina-eosina (HE) y PAS. Los resultados 
revelaron estructuras similares, tanto in vitro como in vivo: conidios, conidios 
hinchados, conidios con un tubo germinal corto, conidios con tubos germinales 
bipolares, conidios con tubos germinales largos, blastosporas que surgen 
lateralmente en el septo de la hifa, seudohifas, conidios sumergidos que surgen en 
la parte apical de las hifas ,y, pasadas 85 h de incubación o de infección, 
conidióforos. Por primera vez se describen las seudohifas en la infección de 
langosta ,e, in vitro, los apresorios en la infección de la langosta. Estas estructuras 
se describen a 37 °C. Con las distintas técnicas de microscopía siempre se 
observó que el aislado EH-502/8 (de mayor virulencia) fue el de mayor rapidez en 
la transición de conidio a blastospora, al compararlo con el aislado EH-488/7 (de 
menor virulencia). El aislado más virulento produjo el mayor número de 
blastosporas, mientras que el de menor virulencia presento el mayor número de 
conidios y cuerpos hifales.  
 
 
 
 
 



Antecedentes 

2. ANTECEDENTES DEL DIMORFISMO FÚNGICO EN ENTOMOPATÓGENOS 
 

La transición dimórfica en algunos hongos patógenos del hombre ha sido 

ampliamente estudiada. Como un ejemplo, C. albicans exhibe varias formas de 

crecimiento, que van de levaduras unicelulares gemantes a verdaderas hifas. 

Entre estos extremos el hongo puede desplegar una variedad de morfologías 

incluyendo seudohifas (Sudbery et al., 2004). Esta diferenciación celular puede 

ocurrir con diferentes fuentes de carbono y de nitrógeno, pH, temperatura y luz, 

entre otros. En C. albicans el pH del medio de cultivo induce levaduras en un 

ambiente ácido, e hifas cuando el pH tiende a ser neutro (Calderone et al; 1994, 

Szabo & Stofaníková, 2002).  

Poco se conoce acerca de los factores morfogenéticos que regulan el 

dimorfismo de los hongos entomopatógenos, especialmente en relación con la 

fase levaduriforme (“yeast-like”) en B. bassiana, M. anisopliae y L. lecanii 

(Pendland et al., 1995). Hasta la fecha, no se conocen con exactitud las diferentes 

morfologías que presentan estos hongos en diversas condiciones ambientales y 

parámetros biológicos. 

La producción de células levaduriformes o “yeast-like cells” se ha estudiado 

en B. bassiana (Samsinanaková et al., 1981; Humphreys et al., 1989), P. farinosus 

(Holm Gray) Brown & Smith (Inch & Trinci, 1987), P. fumosoroseus (Inch et al., 

1986), Hirsutella thompsonii Fisher, L. lecanii (Zimmerm) Zare & W. Gams (Hall, 

1981) y M. anisopliae (Kleespies & Zimmermann, 1992). B. bassiana produce 

conidios de forma elipsoidal en medio líquido, conidios en sustratos sólidos, y 

levaduras que varían en tamaño y forma, en cultivo artificial y en insectos (Lima & 

Tigano, 1989). Según Bidochka et al. (1987), este hongo requiere de una fuente 

de carbono para iniciar su germinación, y de nitrógeno para el crecimiento exitoso 

del micelio. 

Algunos entomopatógenos producen blastosporas por gemación de las 

hifas, y pueden ser levaduriformes o formar estructuras elongadas. Este es el caso 

de P. fumosoroseus y P. farinosus, que producen altas concentraciones de 

blastosporas en cultivo líquido sumergido (Inch et al., 1986; Inch & Trinci, 1987; 

 6



Antecedentes 

Jackson et al., 2003). En cultivo líquido adicionado de glucosa, P. fumosoroseus 

tiene una mayor producción de blastosporas. Cuando la temperatura es menor a 

30°C, produce blastosporas y cuerpos hifales, generalmente por un proceso de 

gemación hifal, o alternativamente las hifas se ensanchan para formar cadenas de 

células semejantes a levaduras (Jackson & Cliquet, 1995; Jackson et al., 1997). 

En el hemocele del insecto, también produce cuerpos hifales o blastosporas (Inch 

et al., 1986; Altre & Vandenberg, 2001).  

Según Kumar et al. (1997), en los insectos Bombyx mori y Anticarsia 

gemmatalis la multiplicación de cuerpos hifales del hongo N. rileyi ocurre por un 

proceso de gemación y formación de septos.  

En P. fumosoroseus, aún cuando las blastosporas son usualmente el único 

tipo de propágulo producido en cultivo sumergido, varios estudios han reportado la 

formación de conidios a partir de fiálides (Vidal et al., 1998). Tal es el caso de M. 

a. var. acridum (antes M. flavoviride) crecido en cultivo sumergido; produce 

blastosporas por gemación hifal, no pigmentadas y de talla irregular (Jenkins & 

Prior, 1993). Este hongo también produce estructuras ovoides parecidas a 

conidios aéreos en medio líquido, aunque de menor tamaño; dichos propágulos 

fueron altamente infecciosos contra la langosta Schistocerca gregaria (Fargues et 

al., 2001).  

Todos los anteriores trabajos mencionan indistintamente “blastospora”, 

“cuerpo hifal”, “yeast-like” o “propágulo fúngico”, lo que propicia una confusión con 

respecto a la estructura que mencionan. Es hasta el trabajo de Fargues et al. 

(2001) donde por primera vez se pueden observar fotografías de las estructuras 

denominadas blastosporas, en hongos entomopatógenos. El término blastospora 

ha sido ampliamente usado en la literatura, para referirse a células resultantes de 

la gemación hifal; otros autores consideran que el término es idéntico a célula hifal 

corta, llamada “cuerpo hifal” por su manera de formación (Fargues et al., 2001). 

En estudios en nuestro laboratorio se determinaron las condiciones óptimas 

de producción de blastosporas en 16 aislados de la langosta (Schistocerca 

piceifrons ssp piceifrons). Se encontró que su producción es diferente, en cuanto a 

la forma, el número y el tiempo en que se producen (Jiménez-Gutiérrez, 2003). El 
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aislado que mostró la mayor producción presentó también la mayor virulencia 

hacia la langosta, previamente determinada, por el tiempo letal medio TLM de 5.5 

días (Cano-Ramírez et al., 2002). En estos trabajos, además se advirtió que 

dichas estructuras de M. a. var. acridum también se inducían a una temperatura 

de 37°C. El pH no fue un factor significativo en esta transición dimórfica (Jiménez-

Gutiérrez, 2003). En este trabajo en medios de cultivo líquido o sólido a 28°C, la 

transición se llevó a cabo, comenzando por el conidio que germinó y de los septos 

y de la parte apical de las hifas, emergieron blastosporas; al final de ensayo se 

observaron conidios pigmentados de menor tamaño que las blastosporas. En 

medio líquido a 37°C los cambios morfológicos fueron los mismos pero siempre 

con una producción menor de micelio. 

Los estados de desarrollo del hongo durante la infección permiten el seguimiento 

de este proceso. Conocer detalladamente la transición dimórfica de los hongos 

entomopatógenos y sus mecanismos de patogenicidad es de gran relevancia, no 

sólo en el estudio biológico básico del hongo, sino además de su probable 

implicación en la producción en masa, para el desarrollo de un micoinsecticida 

más eficiente en el control de la langosta (Gillespie et al., 2000). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
La eficacia del control de plagas mediante hongos entomopatógenos 

depende, entre muchos factores, del resultado del contacto entre la plaga y el 

hongo. Por ello los estudios en los mecanismos de patogénesis fúngica pueden 

sugerir tácticas para el desarrollo de un micoplaguicida más eficiente contra la 

plaga. Para lograr un mejor entendimiento de estas interacciones, es necesario 

conocer la transición dimórfica de estos microorganismos en el insecto-plaga. 

Conociendo la relevancia de este fenómeno en hongos patógenos del hombre y 

de plantas, se plantea el estudio de la transición morfológica del hongo 

entomopatógeno M. a. var. acridum in vitro y en el insecto-plaga.  
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4. HIPÓTESIS 
El aislado más virulento de M. a. var. acridum contra la langosta S. piceifrons  

mostrará una mayor rapidez en su transición morfológica. 

 

 

5. OBJETIVO GENERAL 
 Investigar si los cambios morfológicos en M. a var. acridum son un factor 

determinante en la virulencia del hongo hacia la langosta. 

 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 
 Realizar microscopía electrónica de barrido (MEB) y de transmisión (MET) 

de conidios y blastosporas de los aislados de M. a. var. acridum con 

diferente virulencia. 

 

 Desarrollar la cinética de los cambios morfológicos de M. a. var. acridum in 

vitro en medio sólido a 37 °C, durante 120 h, monitorizada con una cámara 

fotográfica digital Olympus DP11. 

 

 Realizar la cinética de los cambios morfológicos de M. a. var. acridum en la 

infección de la langosta (S. piceifrons), monitorizada por MEB y MET 

durante 7 días. 

 

 Comparar la rapidez en la transición morfológica de M. a. var. acridum, in 

vitro y en la infección experimental, con el grado de virulencia (TLM) de los 

aislados seleccionados. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
7.1. MATERIAL FÚNGICO 

Los aislados de M. a. var. acridum utilizados en este estudio fueron 

proporcionados por el Centro Nacional de Referencia de Control Biológico 

(CNRCB), de Tecomán, Colima. Dichos aislados fueron seleccionados de acuerdo 

con el grado de virulencia en la langosta (Cano et al., 2001) Schistocerca 

piceifrons ssp. piceifrons (= S. piceifrons), previamente determinado por el tiempo 

letal medio (TLM) (Tabla 1). 
 

Tabla 1. Aislados de M. a. var. acridum con  
datos de origen y TLM en la langosta 

 
Clave 

UNAM * 
Clave 

CNRCB 
Cultivo Origen TLM (días) en 

langosta* * 
  EH-502/8 MaPL40 --------- Isla Socorro 5.57 

 EH-498/8*** MaPL31 Pastos Colima 8.14 

  EH-488/7 MaPL15 Pastos Colima 12.18 
                     *Cultivo monospórico seleccionado de aislados de S. piceifrons. 

                   **Tiempo letal medio calculado en adultos de langosta (Cano-Ramírez et al., 2003). 

                 ***Aislado que únicamente se utilizó en los ensayos preliminares. 

 

 

Todos los experimentos se hicieron con cultivos monospóricos (Cano et al., 

2001) derivados de los aislados seleccionados. Éstos son conservados en agua 

destilada y aceite mineral a 4°C, y en nitrógeno líquido a –196°C en presencia de 

glicerina al 10%, en la Colección de Cultivos del Laboratorio de Micología Básica, 

del Departamento de Microbiología y Parasitología de la Facultad de Medicina, 

UNAM. Para llevar a cabo los experimentos, los aislados se mantuvieron en agar 

papa dextrosa (APD; agar 1.5%, papa 30%, dextrosa 2%). 
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7.2. CULTIVO DE CONIDIOS Y BLASTOSPORAS PARA LA 
MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB) Y DE TRANSMISIÓN 
(MET) 

7.2.1. Obtención de conidios  
Para las técnicas de microscopía de MEB y de MET; los conidios de M. a. 

var. acridum se obtuvieron a partir de cultivos de APD a 28°C; de 9 días, 

agregando al medio de cultivo glicerol al 14%, para una mejor conservación de la 

pared celular (Montoya-Sansón, 2003). Con la finalidad de obtener los conidios en 

menor tiempo, se realizó la siembra en cajas de Petri, asperjando con un 

aerógrafo (Badger, USA) una suspensión de 1 X 108  conidios/ml. Transcurridos 6 

días, los conidios se removieron de las cajas de agar agregando 2 ml de Tween 80 

estéril al 0.5%, raspando con un asa micológica hasta obtener una suspensión. 

Posteriormente, la suspensión se centrifugó a 3,000 rpm por 10 min y se obtuvo el 

paquete de conidios para la MEB y MET.  

7.2.2. Obtención de blastosporas 

Las blastosporas producidas por gemación de M. a. var. acridum se 

obtuvieron de cajas de APD adicionadas con glicerol al 14%, después de 96 h de 

incubación a 37°C. Las blastosporas se removieron de las cajas de agar 

agregando 2 ml de Tween 80 estéril al 0.5%, raspando con un asa micológica 

hasta obtener una suspensión. Posteriormente, la suspensión se centrifugó a 

3,000 rpm por 10 min y se obtuvo el paquete de blastosporas para la MEB y MET.  

 
7.3. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB) Y DE TRANSMISIÓN 
(MET) 

 La metodología que se describe a continuación, se modificó de Kassa et al., 
2004). 
 
Fijación: Se utilizó glutaraldehido al 3%, paraformaldehido al 2%, tritón X-100 

al 1.5% en amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7.2), durante 48 h a 4 °C. 
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Posteriormente, se utilizó glutaraldehido al 3% en el mismo amortiguador, durante 

3 h a 4°C.  

Posfijación: Se realizó con tetróxido de osmio al 1% en amortiguador de 

fosfatos 0.1 M (pH 7.2), durante 3 o 4 días a 4°C. Entre fijación y posfijación se 

hicieron lavados con el mismo amortiguador, 3 lavados de 5 min cada uno. 

Posteriormente, los propágulos fúngicos se deshidrataron con diferentes 

concentraciones de etanol. Más tarde se llevó a cabo la desecación por punto 

crítico en cámara de CO2. En el caso de la MEB, las muestras fueron montadas en 

cilindros de aluminio con pasta de plata y cubiertas con carbón y oro ionizados. 

Inclusión para MET: Se llevó a cabo en araldita convencional. Los cortes 

semifinos (1 μm) se realizaron con cuchilla de vidrio y se tiñeron con azul de 

toluidina acuosa al 1%. Los cortes finos (100 nm) se hicieron con cuchilla de 

diamante y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato acuoso de manera 

habitual.  

Debido a ensayos previos, donde las estructuras fúngicas no alcanzaron la 

dureza necesaria para ser procesadas, fue necesario prolongar el tiempo de 

inclusión. Además, la inclusión debió realizarse de manera gradual, iniciando con 

20% de resina y 80% de solvente, hasta llegar a una mezcla de resina y solvente 

(40/60), respectivamente, durante 5 días. 

Para las observaciones con MEB se utilizó un microscopio DSM 950 y para la 

MET un microscopio EM|10. 

Para un mejor entendimiento del fenómeno de transición se utilizaron las 

técnicas que a continuación se describen: 

 

7.4. MONITORIZACIÓN DE LOS CAMBIOS MORFOLÓGICOS IN VITRO A 37°C 
7.4.1. Dispositivos probados para la monitorización de los cambios 

morfológicos  

En los cambios morfológicos a 37°C de los aislados seleccionados, se 

probaron laminillas con agarosa al 1.5%, portaobjetos excavados con medio de 

cultivo APD y, finalmente, cajas de Petri con medio APD. En todos los casos la 

suspensión de conidios que se utilizó fue de 1 X 105 conidios/ml y se seleccionó un 
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solo conidio para su seguimiento. El dispositivo con un solo conidio (laminilla, 

portaobjetos excavado, caja de Petri) se colocó sobre una platina de 

calentamiento (Linkam MC60, Inglaterra) a 37°C en el microscopio compuesto 

Olympus BX 50. Para evitar que el medio de cultivo se secara, a lo largo de las   

72 h continuas del ensayo, fue necesario colocar torundas de algodón con agua y 

glicerol al 14% en cajas de Petri. Después de varios ensayos se encontró que las 

torundas húmedas y glicerinadas disminuyen la desecación del medio de cultivo, 

aunque provocó una gran condensación de vapor que propició el empañamiento 

del objetivo del microscopio, lo que resultó en el continuo desenfoque de las 

estructuras observadas (aproximadamente cada 7 min.); por esta razón se 

eliminaron las torundas en los ensayos subsiguientes. 

 

7.4.2. Videograbación de los cambios morfológicos de M. a. var. 
acridum 

Debido a que la videograbadora digital utilizada para la monitorización de los 

cambios morfológicos carece de la función de autoenfoque, se utilizó una cámara 

fotográfica digital DP11 (Olympus); de esta manera el seguimiento de la transición 

morfológica de los aislados se realizó tomando fotografías. En el primer ensayo, 

las fotografías se tomaron cada 3 h hasta completar 72 h de incubación. En el 

segundo ensayo, cada 5 h hasta completar 85 h de incubación, y finalmente cada 

12 h hasta completar 120 h de incubación. 

 
7.5. CINÉTICA DE LOS CAMBIOS MORFOLÓGICOS IN VITRO A 37°C EN 
AISLADOS DE M. a. var. acridum CON DIFERENTE VIRULENCIA 
 

7.5.1. Selección del campo de observación y monitorización de los 
cambios morfológicos in vitro 

En una caja de APD se dispersó una suspensión de 1 X 104  conidios/ml de 

los aislados EH-502/8 (alta virulencia) y EH-488/7 (baja virulencia). Al centro de 

dicha caja se colocó un cubreobjetos marcado con un círculo para delimitar el 
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campo de observación (Fig. 3 ). La caja se incubó a 37ºC y después de 12 h de 

incubación, con la ayuda de un microscopio Olympus BX50, se eligió un solo 

conidio dentro del campo visual delimitado por el círculo. Cada 12 h y hasta 

completar 120 h, el conidio seleccionado fue monitorizado con una cámara 

fotográfica digital. Las observaciones se hicieron con el objetivo de 40 X. El 

aislado EH-498/8 (virulencia media) únicamente se utilizó en los ensayos para la 

selección del campo de observación y monitorización de los cambios morfológicos 

in vitro. 

 

Cubreobjetos 

   Medio de 
cultivo (APD) 

 Campo de 
observación 

 
Fig. 3. Caja de Petri con medio de cultivo (APD), que muestra el campo de observación 

donde se monitorizó el conidio de M. a. var. acridum. 
 

 

7.5.2. Sincronización del cultivo 

A partir de cultivos de M. a. var. acridum incubados por 7 días a 28°C en 

APD se hizo una suspensión de conidios con Tween 80 estéril al 0.5%. La 

suspensión se ajustó a 1 x 108 conidios/ml. Se sembró 1 ml de esta suspensión en 

un matraz con 75 ml del medio infusión de papa (IP) y se incubó a 37°C, sin 

agitación. Transcurridas 120 h de incubación, se tomaron 5 ml del matraz y se 

sembraron en otro matraz con 75 ml de medio IP, incubando a 37°C sin agitación 

durante otras 120 h. Este método se siguió hasta completar 360 h, con registros 

sistemáticos cada 48 h por la observación microscópica de las estructuras 

pertinentes y toma de fotografías de cada tiempo. 
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7.5.3. Cuantificación de las células fúngicas 

e los aislados seleccionados, se 

dispers

.6. CINÉTICA DE LOS CAMBIOS MORFOLÓGICOS IN VIVO EN LA 

.6.1. Inoculación  
estado ninfal fueron colectadas del ejido Damian 

Carmo

Para cuantificar las células fúngicas d

ó una suspensión de 1 X 108  conidios/ml en seis cajas de APD y se 

incubaron a 37ºC. Transcurridas 24 h, a una de las cajas se le agregaron 2 ml de 

Tween 80 estéril al 1 %, para remover las células y cuantificarlas. De la misma 

forma, se removieron las células de otra caja cada 24 h y hasta completar 120 h 

de incubación. Para disgregar las células se agregaron perlas de vidrio (de 1 mm 

de diámetro) y se homogeneizaron en un vórtex (Fisher Scientific, Nueva York, 

USA). Las células se contaron en una cámara de Neubauer (Optik Labor-Bright 

Line, Alemania), clasificándolas de acuerdo con los criterios establecidos para B. 

bassiana por Bidochka et al. (1987). Se contaron 300 células para cada aislado en 

cada tiempo del experimento, y se fotografiaron las estructuras pertinentes. La 

metodología anterior se realizó por triplicado para cada uno de los aislados. Se 

registraron los porcentajes de las células de la fase micelial (conidios, conidios 

germinados, conidios hinchados y cuerpos hifales) y de la fase levaduriforme 

(blastosporas). 

 
 
7
INFECCIÓN EXPERIMENTAL DE LA LANGOSTA S. piceifrons  

 
7
Las langostas en 

na, en Valles, San Luis Potosí, y llevadas al CNRCB en Tecomán, Colima, 

donde se mantuvieron en jaulas a temperatura ambiente y se alimentaron con 

hojas de yuca (Manihot esculenta) hasta que llegaron a la fase adulta. 
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Fig. 4. La fle ronoto)  

Posteriormente, las langostas adultas se inocularon en el pronoto           

(Fig. 4

 

Tabla 2. Número de langostas infectadas con aislados de M.  

Aislados de M. a. var. acridum 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 cm

cha muestra el sitio de inoculación (p
de la langosta S. piceifrons  

 
 

) con 2 μl de una suspensión de 2.5 X 107 conidios/ml de citrolina, con los 

aislados EH-502/8 (de mayor virulencia) y EH-488/7 (de menor virulencia) por 

separado. Los insectos testigo sin infectar fueron inoculados solamente con 

citrolina. El número de insectos y el tiempo de muestreo en que se fijaron se indica 

en la tabla 2. 

 

a. var. acridum y ti mpo de muestreo 
 
e

 

  

 
Tiempo de 

EH-502
mayor virulencia) enor 

estigos 
muestreo 

(días)  /8 ( de EH-488/7 (de    T
m

virulencia) 
1 2 2 2 
2 2 2  

3 2 2  

4 2 2  

5 2 2  

6 2 2  

7 2 2 2 
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7.6.2. Fijación 
la MEB y MET, las langostas se fijaron en una solución 

de glu

e detectaron las estructuras fúngicas de 

interés

 

Fig. 5. Fragm aldehido  
 

 

Sin emb ner resultados 

óptimo

Para los ensayos de 

taraldehido al 2%, paraformaldehido al 2%, y tritón X-100 al 2% en 

amortiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7.2).  

Después de varias observaciones s

 concentradas en el hemocele del insecto, en la zona del pronoto. Por tal 

motivo, en los ensayos posteriores, se procedió a fijar únicamente el pronoto y el 

par de patas que corresponde a éste (Fig. 5). La fijación se realizó en frascos de 

cristal con una solución de glutaraldehido al 1.5% en amortiguador de cacodilato 

de sodio 0.1 M, pH 7.4 preparada al momento de usarse, durante 48 h a 4°C. 

Transcurridas 48 h, se decantó el fijador y se lavó cada muestra con 5 ml del 

amortiguador y se dejó a 4°C. La posfijación e inclusión para MET se realizó como 

se describió en el apartado de MEB y MET. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
entos de langosta fijados en una solución de glutar

al 1.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4.

1 cm

argo, fue necesario reblandecer la quitina para obte

s, en los que fuera posible observar, además de las estructuras fúngicas, 

los órganos de las langostas. Para ello, del segmento del pronoto fijado se 
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obtuvieron fragmentos de menos de 0.5 cm de grosor. Estos se lavaron con 

amortiguador de fosfatos de sodio 0.1 M pH 7.2, durante 24 h; seis veces. 

Finalmente los fragmentos se pusieron en una solución alcohólica de fenol al 4% 

en etanol. 

 

 

7.6.3. Tinciones utilizadas en la monitorización de los cambios 
morfo

de Hematoxilina-eosina de Mayer (HE) y ácido 

7.6.4. Observación y monitorización de los cambios morfológicos del 
hongo

 de M. a. var. acridum en las 

langos

 

lógicos en S. piceifrons  
 Se utilizaron las tinciones 

periódico de Schiff (PAS). 

 

 

 en los insectos infectados (S. piceifrons) 

La observación de los cambios morfológicos

tas se realizó con un microscopio DSM 950 para la MEB y un microscopio 

EM|10 para la MET. 
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8. RESULTADOS 

.1. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB) DE CONIDIOS 

 imágenes con MEB de M. a. var. acridum los conidios se 

observ

 
 

. 

 

a MEB de los conidios obtenidos después de 96 h, con las modificaciones 

mencio

 
 
8
OBTENIDOS A 28°C 

En las primeras

aron colapsados (Fig. 6). Para resolver el problema de la deshidratación de 

los conidios, el medio de cultivo se adicionó con glicerol al 14%, un 

crioconservador, que fue utilizado con buenos resultados en estudios previos de 

preservación de conidios para M. a. var. anisopliae (Montoya, 2004). 

 

 

2 µm

 

 

 

 

 

 

 
acridumFig.6. Conidios colapsados de M. a. var. 

L

nadas anteriormente, mostró conidios de forma elipsoidal (forma típica 

reportada para M. a. var. acridum) (Figs. 7 y 8), donde se observa el desarrollo 

enteroblástico de los conidios (Fig. 9). 
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Fig. 8. Conidios de M. a var. acridum.          etalle de conidios de M. a. var. acridum. 

os a 28°C. 

Fig.7. De cridum. 
 

8.2. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (MEB) DE BLASTOSPORAS 

n las blastosporas también se encontraron estructuras colapsadas       

(Fig. 10). Este problema se corrigió de igual manera agregando glicerol al 14% al 

medio de cultivo.  

 Fig. 9. D
obtenid
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
sarrollo enteroblástico de conidios de M. a. var. a

 

OBTENIDAS A 37°C 
 

E

10 µm 2 µm

1 µm
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 2 µm
 
Fig. 10. Blastosporas cola a 37°C colapsados. 

globosas levaduriformes, de mayor ta

ocasionalmente se observaron algunas blastosporas en proceso de gemación 

(Fig. 1

 

levaduriforme ora en proceso de gemación. 
 
 
 
 

psadas de M. a. var. acridum obtenidas 
 

La MEB de las blastosporas después de 96 h a 37°C reveló estructuras 

maño que los conidios (Fig. 11-A); 

1-B) y cuerpos hifales (Fig.11-C).  

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 11. Blastosporas de M. a. var. acridum obtenidos a 37°C: A) estructuras globosas 
s, B) blastosp

A 

2 µm

B 

2 µm
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C 

2 µm

Fig. 11. Continuación. C) cuerpos hifales. 
 
 
 
8.3. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN (MET) DE LA FASE 

ICELIAL (C0NIDIOS, 
 

ios (Fig. 12). En los cortes finos se 

observaron espacios dejados por los conidios (Fig. 13-A y 13-B). Por lo tanto, las 

muestr

Fig. 12. Corte or los  

M MICELIO) A 28°C 

En las primeras etapas de la MET se obtuvieron cortes semifinos 

deficientes, sin poder observar los conid

as tuvieron que infiltrarse con resina de manera gradual y en tres ocasiones 

diferentes para poder corregir el defecto. 

 

 

 

10 µm

 

 

 

 

 
 semifino que muestra los espacios dejados p

conidios de M. a. var. acridum. 
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 co
A) Espacios dejados por los conidios, 25

a MET permitió observar la típica citología de las células y distinguir sus 

principale o, 

nucleolo y membrana nuclear, mitocondrias, o, vacuolas, y la 

pared 

cleolo; 
 M =mitoco , 31 500 X. 

 

 

 

 

 

 

 

B A 

Fig. 13. Cortes finos de nidios de M. a. var. acridum: 
 000 X y B) Conidios deformados, 20 000 X. 

 
 

L

s organelos. En la Fig. 14 se muestra un conidio con un solo núcle

 retículo endoplásmic

celular con una capa interna electrotranslúcida y otra externa electrodensa. 

 

 

 

 

N 

Pc 

Cg 

M 
Nu 

 

 

 

 

 

 
Fig. 14. Conidio de M. a. var. acridum: N =núcleo; Nu = nu

ndria; Pc =pared celular y Cg = cuerpos grasos
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 En la Fi cuerpos 

grasos. La fig. 16 muestra una hifa con un conidio al lado. 

       

           8 000 X.                                                                           25 000 X. 
 

c

se observó material mucilaginos

 

Fig. 17. Coni toplasmático  

 

g. 15 se aprecia una hifa ramificada, con doble pared y 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cg 

Pc 

H

C

Pc

Pc

Fig. 15. Hifa ramificada de M. a. var. acridum:              Fig. 16. Hifa (H) y conidio(C) de M. a. var.      
Pc = pared celular y Cg = cuerpos grasos,                 acridum donde se nota la pared celular (Pc), 
              

Se observaron conidios germinando, en los que se nota el paso de material 

itoplasmático del conidio al tubo germinal (Fig. 17). En la punta del tubo germinal 

o (Fig. 17). 

Mc 

Mmc

 

 

 

 

 

 

 

 

 
dio de M. a. var. acridum. Mc = material ci
y Mmc = material mucilaginoso, 25 000 X. 

 34



Materiales y mètodos, Resultados y Discusiòn  

 
 
8.4. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN (MET) Y FOTÓNICA DE 

LASTOSPORAS OBTENIDAS A 37°C 
La MET de las blastosporas obtenidas a 37°C mostró daño celular; se 

recomendado para el procesamiento de  

hongo

 

M. a. var
A) Células vacías, 12 500 X y B) Células co . 

Se observa e ellas, la 

gemación, en la que puede distinguirse con claridad la célula madre de la célula 

hija (Figs. 19 y 20); este tipo celular también se observó con microscopía fotónica 

(Figs. 

B

observaron células casi vacías (Fig. 18-A) y no fue posible identificar algún 

organelo (Fig. 18-B). Al utilizar el método 

s citado en Vestergaard et al.(1998) & Wraight (2000), las células no 

alcanzaron la dureza necesaria, por lo que se prolongó el tiempo de inclusión de 

las muestras. Además, la inclusión se realizó de forma gradual, iniciando con 20% 

de resina y 80% de solvente, hasta llegar a una mezcla de 40 y 60%, 

respectivamente.  

 

 

 
B A 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 18. Blastosporas de . acridum obtenidas a 37°C.  

n organelos sin identificar, 17 000 X
 

 

ron diferentes formas de reproducción celular, entr

19-B y 20-B).  
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 A B 
 

 

 

 

 

 

 
5 µm  

 
Fig. 19. Blastospora de M. a. var. acridum 00 X,  

y B) Vista co

 

 

 acridum
y B) Vista co

 

También se identificaron por MET estructuras con un septo central de 

separació s 

nucléolos (Fig. 21-A); la misma morfología se identificó en la microscopía fotónica, 

con la que no fue posible observar el par de núcleos (Fig. 21-B). En la mayoría de 

 en gemación: A) Vista con MET, 20 0
n microscopía fotónica. 

 

A  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

8 µm 

 
 

Fig. 20. Blastospora de M. a. var.  en gemación: A) Vista con MET, 20 000 X,  
n microscopía fotónica. 

n, en las que se distinguen por cada compartimen o dos núcleos y variot
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las est

 central d rvan dos 
núcleos y nucleolos en cada compartimiento (MET),  septo 
central (microscopía fotónica). 

lgunas estructuras sugieren seudohifas de acuerdo a la denominación de 

esta e

microscopía fotónica (Fig. 22-B). 

idum
20 000 X y B) Seudohifas vistas 

ructuras pueden apreciarse las capas electrodensa y electrotranslúcida de 

la pared celular, además del septo central.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

5 µm 

Fig. 21. Estructuras con un septo e M. a. var. acridum: A) Se obse
25 000 X y B) Estructura que muestra el

 

A

structura en C. albicans (Sudbery et al., 2004). La Fig. 22-A muestra un 

corte longitudinal con apariciencia parece una seudohifa; también se observó con 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 22. Seud

A B 

8 µm 

ohifas de M. a. var. acr : A) Corte longitudinal de una hifa vista con MET, 
con microscopía fotónica. 
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Se observó material mucilaginoso alrededor de las células levaduriformes 

(Figs. 2

(Fig. 24).  

 

    

                                                                               (S) y material mucilaginoso (Mmc), 35 000 X. 

8  
 

8.5.1. Dispositivo para la monitorización de los cambios morfológicos 

El método adoptado para poder observar la cinética de los cambios 

morfol

l DP11 cada 12 h, hasta completar 220 h de incubación.  

 

3 y 24). Cercano a los septos se observaron algunos cuerpos de Woronin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mmc 

Mmc 

Mmc 

Mmc 

Mmc 

S

Cw 

Fig. 23. Blastosporas de M. a. var. acridum,             Fig. 24. Blastospora de M. a. var. acridum
con mucilago (Mmc) alrededor, 25 000 X.             con cuerpos de Woronin (Cw) cerca del septo  

        
 

 

.5. MONITORIZACIÓN DE LOS CAMBIOS MORFOLÓGICOS IN VITRO A 37°C

in vitro a 37°C 

ógicos de los aislados seleccionados fue el registro con una cámara 

fotográfica digita
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8.5.2. Cinética de los cambios morfológicos en aislados de M. a. var. 

acridum con diferente virulencia a 37°C 
a tabla 3 muestra el esquema de clasificación de estados morfológicos en  

B. bassiana, modificado de Bidochka et al. (1987), utilizado en este trabajo para 

clasific

 

L

ar las diferentes morfologías de M. a. var. acridum encontradas. 

 
 
 

  Tabla 3. Listado de clases y descripción de células  
de M. a. var. acridum encontradas 

 

clase Descripción 
I Conidios pequeños, compactos, de 

2-3 μm de diámetro. 
II Conidios hinchados, esféricos, de 3-

5 μm de diámetro. 
III Conidios con un primordio de tubo 

germinal. 
IV 

l la longitud del 
Conidios con un tubo germinal 
elongado, del triple de
conidio. 

V ngado, más del 

ia uni o bipolar.  

Tubo germinal elo
triple de la longitud del conidio. 
Emergenc

VI Blastosporas que aparecen lateral o 
terminalmente. 

VII oras no unidas al micelio, Blastosp
aproximadamente de 6.5 μm de 
longitud y de 2.5 μm de anchura. 

VIII   2004) Seudohifas (Sudbery et al.,
IX Cuerpos hifales. 
X racterísticos de M. a. Conidióforos ca

var. acridum. 
XI Células con gránulos y en 

desintegración. 
Mo do

 

 

 

difica  de Bidochka et al., 1987. 
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8.5.2.1. Aislado EH-502/8 de mayor virulencia  
Los conidios de M. a. var. acridum (Fig. 25-A) se hincharon pasadas 5 h de 

cubación (Fig. 25-B); el aumento de tamaño en estos propágulos continuó hasta 

 se advirtieron a las 12 h (Fig. 25-C); 

los tubos ge antes de las 24 h. 

 de 

En este aislado se observaron los mismos propágulos que con el aislado de 

ayor virulencia, solamente que los cambios morfológicos se observaron en 

ansición fue más lenta. Este aislado 

mostró Fig. 27) que en el aislado    

EH-50

 

 

 

 
in

las 30 h. Los primordios de tubos germinales

rminales duplicaron la longitud de los conidios 

Transcurridas 30 h de incubación se observaron tubos germinales bipolares y 

grandes hifas ramificadas (Fig. 25-D). Las hifas se engrosaron a partir de las 30 h 

de incubación. Se identificaron estructuras dividiéndose por gemación (Fig. 25-E) 

o fisión binaria (Fig. 25-F) a partir de las 34 h; transcurridas 36 h, en el micelio  

empezaron a formarse constricciones (Fig. G), se observaron pequeños brotes de 

blastosporas (Fig. 25-H) y las primeras seudohifas (Fig. 25-I); pasadas las 55 h de 

incubación se observó que las células levaduriformes germinan (Fig. 25-J); 

después de las 60 h de incubación se observaron conidios únicos en los ápices

las hifas (Fig. 25-K). Los cuerpos hifales se formaron en distintos puntos de las 

hifas a partir de las 50 y hasta las 110 h de incubación. El micelio vacuolizado se 

advirtió a las 100 h (Fig. 25-L). Después de 98 h de incubación se identificaron 

estructuras granulosas, posiblemente en proceso de desintegración. 

 

 

 

8.5.2.2. Aislado EH-488/7de menor virulencia 

m

tiempos más prolongados, es decir, la tr

 hifas en espiral (Fig. 26) y más conidióforos (

2/8 de mayor virulencia. 
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Fig. 25. Cambios morfológicos del aislado de M. a. var
vistos con microscopía fotónica, in vitro a 37°C: A) Conidio

Conidios  germinales; D) Hifas y tubo nales bipolares;  
tospora dividiéndose por ción;  

F) Blastospora dividiéndose por fisión. 
 

 

. acridum de mayor virulencia (EH-502/8) 
s 0 h; B) Conidios hinchados;C) 

 con primordios
E) Blas

s germi
 gema

 

C 

A 

10 µm 

B 

10 µm 

5 µm 

D C 

10 µm

E F 

10 µm 
5 µm
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cciones;       
I) Seudohifas; J) Blastospora germinando; K) Conidi

 L) Micelio vacuoliza
 
 
 

G H 
 
 
 
 
 
 
 

10 µm 
10 µm  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 25. Continuación. G) Micelio con constri  H) Formación de blastosporas;                  
o en el ápice de una hifa; 

do 

 

J 

10 µm

L 

20 µm

K 

10 µm

I 

10 µm 

 42



Materiales y mètodos, Resultados y Discusiòn  

 

 

 

 

 

 

      
 
 

 as diferencias observadas en los cambios morfológicos de ambos aislados 

se muestran en la tabla 4, en una compar  el aislado de mayor y de 

menor virulencia, con respecto a los diferentes estados de desarrollo que se 

p

 

(h) 
nto  

EH-502/8 

 
Aislado menos virulento  

EH-488/7 

 

 

 

 

Co 

10 

Fig. 26. Hifa en espiral de M. a var. acridum.    Fig. 27. Conidióforo (Co) de M. a. var. acridum  

L

ación entre

resentaron a lo largo del experimento. 

     Tabla 4. Comparación de los estados de desarrollo en los  
      aislados de mayor y de menor virulencia de 

      M. a. var. acridum 
 

Tiempo de 
incubación 

 
Aislado más virule

(Clases)* (Clases)* 
0 I I 
5 I, II I 
12 II, I, II III 
20 II, III I, II, III 
30 II, III, IV, V II, III 
40 II, III, IV, VI II, III, IV, V 
48 II, III, IV  VIII, IX III, IV, VII, IX , V, VI, VII,
60 IV, V, VI,  III, IV, V, VI, VII, IX VII, VIII, IX
66 IV, V, VI  VIII, IX IV, V, VI, , VII, VII, VIII, IX 

100 IV, V, V VIII, IX IV, V, VI, III, IX, X I, VII, VII, V
110 IV, V, VI, V I, IX, X, XI IV, V, VI,  IX, X, XI II, VII VII, VIII,
120 V, VIII, IX, X, XI VII, VIII, IX, XI 

* De acuerdo al listado   de la tabla 3.

10 µm µm
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8.6. SINC NIZACIÓ
Se ntó sinc ra com medio 

carece de nutrientes, los propágulos enc

mantener la misma morfología. Esta sincronización no fue posible, porque al 

sembrar las blastosporas obtenidas a 37°C, éstas germinan y mostraron 

es decir, el ciclo se repitió. Los cambios 

más c

Al cuantificar los propágulos fúngicos de ambos aislados de M. a. var. 

cridum, se observaron cúmulos de éstos (Fig. 28-A) que impidieron el recuento, 

or lo tanto fue necesario disgregarlos con perlas de vidrio (Fig. 28-B).  

 

M. a. var
propágulos y B) Propágulos disgre

 
 
 

RO N DEL CULTIVO 
 inte ronizar el cultivo pa probar que cuando el 

ontrados previamente son capaces de 

nuevamente los cambios morfológicos, 

aracterísticos fueron la germinación de los conidios, la multiplicación y el 

crecimiento del micelio, la producción de seudohifas y blastosporas, formación de 

conidios y de cuerpos hifales. Es importante mencionar que dichos cambios 

morfológicos se observaron a lo largo de las 360 h de incubación. 

 
 
 
8.7. CUANTIFICACIÓN DE PROPÁGULOS FÚNGICOS 
 

a

p

 

 

 

 

 

 

 

 

B A 

10 µm10 µm

Fig. 28. Propágulos de . acridum: A) Cúmulo de 
gados con perlas de vidrio.  
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cia EH-502

A lo largo de 120 h de incubac ia), 

mostró la may  Los conidios 

hinchados aumentaron desde las 24 h, hasta las 48 h. El máximo número de 

conidios germinados se encontró a las 24 h, posteriormente disminuyó. Las 

levadu h de incubación, algunas se 

dividie

do de mayor  

irulencia. Los conidios hinchados aumentaron a partir de 48 h o sea 24 h más 

rde que el aislado EH-502/8, posteriormente disminuyeron. Los conidios 

germin h y 48 h, y disminuyeron a  

partir d

 

). En ambos aislados un menor 

númer

8.7.1. Aislado de mayor virulen /8 
ión el aislado EH-502/8 (de mayor virulenc

or cantidad de conidios a las 72 h de incubación.

ras aumentaron desde las 24 h, hasta las 120 

ron por gemación y otras por fisión binaria. A partir de las 48 h los cuerpos 

hifales se mantuvieron sin cambios drásticos. El recuento de las estructuras de la 

fase micelial (conidios, conidios hinchados, conidios germinados, cuerpos hifales) 

y de la fase levaduriforme (blastosporas) se muestran en la tabla 5. 

 
 

8.7.2. Aislado de menor virulencia EH-488/7 
A lo largo de 120 h de incubación este aislado mostró la mayor cantidad de 

conidios a las 120 h de incubación o sea 48 h más tarde que el aisla

v

ta

ados tuvieron los valores máximos entre las 30 

e las 72 h. Transcurridas 48 h de incubación las blastosporas tuvieron un 

ligero aumento. Los cuerpos hifales mostraron un comportamiento irregular, y sus

valores máximos a las 48 h y 120 h de monitorización. El recuento de la fase 

micelial y levaduriforme se muestra en la tabla 5. 

Al comparar el aislado EH-502/8 (de mayor virulencia) con el aislado EH-

488/7 (de menor virulencia) se observó que el aislado EH-488/7 tuvo un mayor 

número de conidios, aunque hasta las 120 h, mientras que el aislado EH-502/8 

mostró el valor máximo a las 72 h de incubación. Los conidios hinchados se 

observaron primero en el aislado EH-502/8 (5 h

o de conidios siguieron germinando hasta las 110 h de incubación. El 

aislado EH-502/8 se mostró como el mejor productor de blastoporas, mientras que 

el EH-488/7 como el mejor productor de cuerpos hifales y conidios durante las 120 
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h registradas, a pesar de que fue en el aislado EH-502/8 el primero en el que se 

observaron los conidios sumergidos. 

La Tabla 5 muestra el porcentaje de la fase micelial y de la fase 

levaduriforme en el aislado más virulento (EH-502/8) y en el menos virulento  

(EH-488/7) de M. a. var. acridum, a lo largo de 120 h de incubación a 37 °C. El 

mayor número de estructuras levadur

   

iformes se encontró en el aislado EH-502/8, 

aunqu

 
 
 
 
 

 cuantific 200 propág  para cada tiempo y por triplicado. 
 
 

8.8. CINÉTICA DE LOS CAMBIOS MORFOLÓGICOS IN VIVO EN LA 
INFECCIÓN EXPERIMENTAL DE S. piceifrons  

Las langostas se infectaron con conidios del hongo en el pronoto, porque en 

la literatura esta zona se ha referido como la óptima para iniciar la infección 

(Gillespie et al., 1999; Ouedraogo et al., 2002).  

Los ensayos revelaron que las estructuras fúngicas de interés a observarse 

en la langosta se concentraron en la hemolinfa del pronoto y el primer par de 

 
Fase micelial Fase levaduriforme 

e la fase micelial fue similar en ambos aislados. El aislado EH-488/7 mostró 

un considerable aumento de la fase micelial a las 72 h y el aislado EH-502/8 hasta 

pasadas las 120 h de incubación. 

 

Tabla 5. Comparación entre la fase micelial y la fase levaduriforme del 
aislado de mayor virulencia (EH-502/8) y menor virulencia  

(EH-488/7) de M. a. var. acridum. 
 

(%) (%) 
Tiempo 

/7 (h) EH-502/8 EH-488/7 EH-502/8 EH-488

0 1 0 00 100 0 
 

24 95 98 5 2  
 48 9  1 95 9 5  

72 88 93 12 7  
 96 85 91 15 9  
 1 2 120 76 89 4 1 
 

* Se aron ulos
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patas; por lo tanto, debido al alto costo de la técnica únicamente se fijaron estos 

fragmentos del insecto. 

 

orfológicos en la langosta S. 

piceifr

 los observados in vitro, entre ellas, blastosporas, micelio, 

icelio ramificado, seudohifas, cuerpos hifales y blastosporas en gemación      

ig. 29).  

 

 

 

águlos de M. a. var. acridum (EH-502/8), en el hemocele de S. piceifrons con HE: 
A) Seudohifas (S), micelio (M), conidios(C) y blastosporas (B). 

 
l comparar el hemocele infectado con ambos aislados, se observaron los 

mismos propágulos, pero el aislado (EH-488/7) de menor virulencia siempre 

mostró un menor número de propágulos que el aislado (EH-502/8) de mayor 

virulencia (Fig. 30-A y B). 

 

 

 

8.8.1. Monitorización de los cambios m
ons con microscopía fotónica  

 En las primeras observaciones con las técnicas HE y PAS, en el hemocele 

de las langostas infectadas con el aislado más virulento (EH-502/8) se observaron 

propágulos semejantes a

m

(F

 

 

 

 

 

 

C

B 

S M 

5 µm 

Fig. 29. Prop

A
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A 10 µm

 

 

 

 

 

 
B 10  µm

Fig. 30. Propágulos de M. a. va
ro de propágulos en el aislado (EH-488/7) de menor virulencia y B) Mayor número de  

propágulos en el aislado (EH-502/8) de mayor virulencia 

 

 

 

8.8.2. Monitorización de los cambios morfológicos en la langosta S. 

piceifrons con MEB  
a infección de M. anisopliae acridum en langosta (S. piceifron nició 

con l ; 

se la 

cutícula, hasta su penetración (Fig. 32).  

 

r. acridum, en el hemocele de la langosta con HE: A) Menor 
núme

L  var. s) se i

a adhesión de los conidios a la cutícula externa de la langosta (Fig. 31 A y B)

observaron conidios con uno o dos tubos germinales, extendiéndose sobre 
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A 

Fig. 31. Conidios de M. a. var. acridum, en la cutícula de la langosta: A) Algunos  
n el que se observa material de 
a de la langosta. 

Fig. 32.Tubo germinal de 

conidios sobre la cutícula y B) Conidio e
 adhesión sobre la cutícul

 
 
 
 
 
 

                              
 

M.  
a. var. acridum, penetrando 

 

También s p

observaron sobre la superficie de la langosta (Fig. 33). 

 

 

 

 

 la cutícula del insecto. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

e encontraron tubos germinales con a resorio, los cuales se 

5 µm 

B 

2 µm

5 µm 
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Fig. 33. Apre  de la langosta. 

el micelio con 

constricciones en los septos hifale  in vitro    

(Fig. 34).  

 

 

 

Fig. 34. Seud  la langosta. 

l final del experimento se observó en la superficie del insecto la esporulación 

del hongo, caracterizada por conidióforos (Fig. 35) con conidios en sucesión 

basípeta dispuestos en cadenas (Figs. 36 A y B). 

 

 

 

 

2 µm

sorio de M. a. var. acridum en la cutícula

 
 

En el hemocele del insecto se observó el desarrollo d

s, como las seudohifas observadas

 

 

 

 5 µm

ohifas de M. a. var. acridum en el hemocele de

 

A
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 A) Cadenas de conidios sobre la 
 y B) Detalle de co

Como característica constante al comparar ambos aislados, fue el aislado 

de mayor virulencia (EH-502/8) siempre presentó más propágulos fúngicos. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Fig. 35. Conidióforo de M. a. var. acridum  
en la superficie de la langosta. 

2 µm

 

 

 

 

A 

5 

Fig. 36. Conidios catenulados de M. a. var. acridum: 
cutícula de la langosta 

nidios en cadena. 
 

 

µm 
B 2 µm
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9. DISCUSIÓN 
 

En México, la aplicación indiscriminada de insecticidas químicos para el 

con o

 M. a. 

var  se presenta como un fuerte candidato para ser el ingrediente activo 

de un micoinsectida, por su característica de ser patógeno de acrídidos. Dentro del 

ión de las cepas adecuadas para el control biológico cobra gran 

esto, este trabajo se enfocó a estudiar 

las diferentes formas de cr

ialmente se aplicó a los conidios de forma elipsoidal de B. 

bassiana

tr l de plagas de importancia económica ha generado la necesidad de 

desarrollar agentes microbianos autóctonos (Lomer et al., 2001). El hongo

. acridum

proceso de selecc

relevancia la biología básica del hongo. Por 

ecimiento del hongo, tanto in vitro como en la infección 

en la langosta. 

El control biológico de plagas es un área multidisciplinaria que involucra la 

participación de entomólogos, biólogos, ingenieros agrícolas, genetistas, 

taxónomos, etc. Debido a esta variedad de investigadores, actualmente existe una 

fuerte problemática con respecto a la terminología empleada para nombrar las 

distintas estructuras fúngicas implicadas en el proceso de infección del insecto-

plaga. Por citar un ejemplo, Bidochka et al. (1987) mencionan que el término 

blastospora inic

, observados en cultivo líquido. Este término ha sido descrito por varios 

autores; según Vidal et al. (1998), las blastosporas son estructuras producidas por 

separación esquizolitíca de los septos, por fragmentación mecánica de las hifas o 

por gemación hifal, mientras que los propágulos formados en cultivo sumergido, 

microscópicamente iguales a los conidios aéreos, han sido llamados 

conidiosporiformes (conidiospore-like) (Vidal et al.,1998). Por otro lado el término 

blastospora ha sido comúnmente aplicado por los entomólogos a los cuerpos 

hifales producidos en la hemolinfa del insecto o en cultivo sumergido, por un 

proceso de gemación hifal, que excluye la formación de fialoconidios (Fargues et 

al., 2001). No obstante, el término blastoconidio describe todos los tipos de 

propágulos obtenidos por desarrollo blástico, y éste no excluye las fialosporas 

enteroblásticas (Cole, 1981; Fargues et al., 2001). Es importante tratar de 

uniformar la terminología empleada para la denominación de los propágulos, 
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estableciendo parámetros inequívocos, debido a las diferentes morfologías que 

ocurren durante el desarrollo fúngico. Por esto, nosotros consideramos que el 

término blastospora debe ser denominado como descrito en Ulloa & Hanlin (2006) 

como una espora de reproducción asexual, que se origina por gemación, como la 

de las levaduras y algunos hongos filamentosos. 

 Las diferentes morfologías que exhibe un hongo le confieren propiedades y 

ventajas en los distintos estados de infección (Gow et al., 2002). La gran variedad 

de formas de crecimiento observadas con microscopía fotónica y electrónica 

durante este trabajo, ya se han reportado para M. anisopliae. Entre ellas, se 

observaron blastosporas que surgen de la punta de la hifa o por gemación del 

septo de la hifa (Bidochka et al., 1987; Kleespies & Zimmermann, 1992; Vidal et 

l., 19

a que en las observaciones 

hechas por Jenkins & Prior (1993), los conidios en cultivo líquido, observados con 

a 98; Fargues et al., 2001; Lomer et al., 2001). Probablemente, la producción 

de esta fase de levadura se deba a que el hongo fue crecido en cultivo líquido 

artificial, y dicho cultivo imita los componentes de la hemolinfa (Alves et al., 2002). 

En este trabajo se observaron cuerpos hifales, tanto en medio de cultivo líquido 

como en el hemocele del insecto, lo cual ya ha sido reportado por Látge & Moletta 

(1988) y por Jenkins & Prior (1993) en diferentes hongos. Vestergaard et al. (1999) 

los describen con apariencia de varilla tubular con pared delgada, que se 

multiplican por fisión; esto último también fue reportado por otros autores (Vidal et 

al., 1998; Fargues et al., 2001). Aun cuando las blastosporas son el único tipo de 

propágulos reportados en cultivo líquido, varios estudios mencionan la formación 

de conidios sumergidos (Vidal et al., 1998), como es el caso de este experimento. 

Por otro lado, las células de levadura se consideran estructuras de diseminación 

en la hemolinfa de los insectos (Sudbery et al., 2004). 

La microscopía electrónica y la fotónica permitieron examinar la interacción 

a nivel ultraestructural entre el hongo y la langosta. Ambas son una herramienta 

eficiente para el estudio del proceso de infección, ya que con ellas se observaron 

conidios que caracterizan a este entomopatógeno, y blastosporas de una sola 

célula, elipsoidales, hialinas, lisas y con pared delgada, tal y como lo describen 

Bidochka et al. (1987) para B. bassiana. De igual form
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micros

ibuye a la difusión de las enzimas que degradan la cutícula del 

insecto

 célula madre y, como consecuencia, en los septos se forman 

copía fotónica, presentaron un pigmento verde que no se observó en las 

blastosporas.  

En las imágenes de MET se observó una cubierta mucilaginosa en la 

superficie de algunos tubos germinales, como fue reportado en el caso de L. 

lecanii (Askary et al., 1999), que además también se notó en los sitios de 

infección. En M. a. var. acridum (antes M. flavoviride) se ha observado una 

sustancia pegajosa en la pared celular alrededor de la constricción formada 

durante la división de los conidios (Jenkins & Prior, 1993). Probablemente, dicho 

mucílago contr

 (Askary et al., 1999), y a la adhesión de los conidios en hongos patógenos 

de plantas (Cole, 1991; Schreiter et al., 1994; Vestergaard et al., 1999), además 

de estar involucrado en la hidrofobicidad de los conidios (Cole, 1991; Nicholson et 

al., 1993).  

 Con microscopía fotónica y electrónica, durante los experimentos in vitro y 

en la infección de la langosta, de manera constante se observaron estructuras que 

parecen seudohifas, de acuerdo a algunos parámetros establecidos por Sudbery 

et al. (2004) para este tipo de propágulos. Las seudohifas son estructuras 

modificadas por crecimiento polarizado que no se han separado totalmente de la 

hifa después de haber completado el ciclo celular. Los brotes hijos se mantienen 

unidos a la

constricciones. La teoría de Sudbery et al. (2004) se refiere a que las seudohifas 

de C. albicans no son estructuras intermedias entre la levadura y el micelio 

verdadero, sino que son estructuras definidas por diversas características. La 

longitud y anchura de una seudohifa puede variar ampliamente; son más anchas 

que el micelio, más amplias en el centro que en los extremos y no tienen paredes 

paralelas, por lo que en un extremo puede parecer hifa y en el otro seudohifa. 

Finalmente, tienen un patrón de crecimiento discontinuo, cambiando entre 

polarizado e isotrópico, con mayores periodos de crecimiento polarizado. De 

acuerdo a estos criterios, las estructuras que se observaron de manera mayoritaria 

y constante en el hemocele de la langosta fueron las seudohifas; 

interesantemente, el aislado más virulento (EH-502/8) exhibió una predominancia 
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de estas estructuras, al compararlo con el aislado menos virulento (EH-488/7), que 

mostró seudohifas muy escasas. 

Existen otras características que deben tomarse en cuenta para la 

clasificación de las seudohifas, las cuales no se utilizaron en este trabajo porque 

no fueron el objetivo del mismo. Entre ellas, la formación de un anillo de septina en 

el sitio del brote en la célula madre, antes de que surja la célula hija; la primera 

mitosis que ocurre en el anillo de septina y, finalmente, la formación del septo 

primario, compuesto de quitina, en la división de este anillo (Sudbery et al., 2004). 

Sería aconsejable determinar estos parámetros puntuales en M. a. var. acridum, 

para a

 días (Cano-Ramírez et al., 2003), siempre mostró la mayor 

nado que cuando la infección de las langostas es mediante 

la inye

firmar que las estructuras observadas corresponden inequívocamente a 

seudohifas. 

 Esta capacidad para cambiar de forma entre levadura e hifa es considerada 

necesaria para la virulencia, como en el caso de B. bassiana y N. rileyi, cuya forma 

levaduriforme se ha relacionado con la virulencia (Alves et al., 2002), así como en 

el caso de hongos patógenos de humanos y de plantas (Borges- Walmsley et al., 

2000; Lengeler et al., 2000). Probablemente, también éste sea el caso de M. a. 

var. acridum, ya que en este trabajo el aislado más virulento (EH-502/8), cuya TLM 

fue de 5.57

concentración de blastosporas. Mientras que el aislado menos virulento (EH-

488/7, TLM de 12.18 días) siempre se caracterizó por una mayor concentración de 

conidios sumergidos.  

En nuestro trabajo, la infección de las langostas se realizó de manera tópica 

(como ocurre durante la infección natural), y posiblemente a eso se deba que en 

las observaciones hechas con microscopía electrónica, durante el proceso de 

infección de M. a. var. acridum en la langosta, se identificó la secuencia de 

eventos consistentes con lo que se ha descrito para M. anisopliae en otros 

insectos (Vestergaard et al., 1999; Gillespie et al., 2000). Por el contrario, en otros 

estudios, se ha mencio

cción de conidios puede no revelar el alcance de su respuesta inmune, y 

que los pasos de la ruta natural de infección pueden ser distintos, ya que 
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posiblemente involucren formas del hongo que normalmente no están presentes 

(Gillespie et al., 2000).  

Entre estos eventos del proceso de infección se observó la adherencia de 

conidios a la cutícula del insecto, donde quizá el número de conidios adheridos a 

ésta se relacione con la virulencia fúngica o con la susceptibilidad del hospedero 

(Vestergaard et al., 1999). La germinación de los conidios en la superficie de la 

langosta ocurrió entre las 20-24 h posteriores a la inoculación, como está 

reportado en P. fumosoroseus (20 h), N. rileyi (20-24 h) (Kumar et al., 1997) y L. 

lecanii

volucrados en la germinación de los conidios son el 

tipo d

 (Askary et al., 1999).  

En estudios con N. rileyi, infectando diferentes hospederos, se encontró que 

las diferentes texturas de la cutícula de éstos probablemente afecten la 

germinación del conidio y el desarrollo de las hifas, porque proveen varios 

estímulos para la formación del tubo germinal. Esta variedad de estímulos da 

como resultado un amplio lapso en el tiempo de germinación de la espora (Kumar 

et al., 1997). Otros factores in

e nutrientes de los que dispone el hongo, en la cutícula del insecto 

(Charnley, 1989: Askary, 1999). Por ejemplo, en B. bassiana cuando el sustrato es 

rico en carbono propicia una rápida germinación, mientras que cuando es rico en 

nitrógeno favorece el crecimiento del micelio (Bidochka et al., 1987). En diversos 

insectos, la penetración por Pandora neoaphidis en el áfido del tabaco ocurrió 12 h 

después de la inoculación (Dara & Semtner, 1998), la de L. lecanii en el áfido de la 

papa, y M. anisopliae en Frankliniella occidentalis, a las 30 h de inoculación (Altre 

& Vandenberg, 2001). En nuestro trabajo, la penetración de la cutícula del insecto 

ocurrió principalmente en la base de las cerdas que están cubiertas por una 

cutícula delgada, en los orificios de la cutícula y en las membranas 

intersegmentales, posiblemente porque estas zonas constituyen sitios más 

fácilmente penetrables (Cole, 1981; Vestergaard et al., 1999). 

En varios entomopatógenos se ha descrito que la hifa desarrolla una 

estructura especializada llamada apresorio, que se adhiere a la cutícula del 

insecto y forma un clavija, que con ayuda de presión mecánica penetra la cutícula. 

Tal es el caso de P. fumosoroseus en la mosca blanca (Altre & Vandenberg et al., 

 56



Materiales y mètodos, Resultados y Discusiòn  

2001) y en Pandora neoaphidis en el áfido del tabaco (Dara & Semtner, 1998). 

Nuestro trabajo muestra, por primera vez, la formación del apresorio en M. 

anisop

). En la infección de la 

tiempo menor del que se ha 

reporta

opliae se observaron hifas saliendo del insecto, 

diferen

liae var. acridum en la infección de langosta. Entre otros, algunos 

requerimientos para la formación del apresorio son bajos niveles de compuestos 

nitrogenados complejos (Charnley & St. Leger, 1989), altos niveles de glucosa, 

superficies altamente hidrofóbicas (Dara & Semtner, 1998) y tubos germinales 

cortos (Nicholson et al., 1993). También se ha reportado en otros hongos, como 

en L. lecanii infectando áfidos, que la penetración de la cutícula ocurre en 

ausencia del apresorio (Altre & Vandenberg et al., 2001). 

 Las señales químicas que se dan durante la penetración del hongo en la 

cutícula de la langosta juegan un papel significativo en la respuesta inmune. 

Dentro de ésta, es importante la oxidación y polimerización de compuestos 

fenólicos, que proporcionan una medida de resistencia al hongo, caracterizada por 

la producción de un pigmento melanínico de color café o negro (Gillespie et al., 

1997; Vestergaard et al., 1999; Gillespie et al., 2000 

langosta por M. a. var. acridum observamos una pigmentación de color rosa a rojo 

que siempre se presentó en los insectos infectados. 

Los cuerpos hifales de M. a. var. acridum fueron observados rutinariamente 

en la hemolinfa de la langosta, entre los 3-4 días después de la inoculación. En el 

caso de N. rileyi se observaron después del tercer día de inoculación en Bombyx 

mori (Kumar et al., 1997).  

En este trabajo también se observaron conidióforos en la superficie de los 

insectos, ya avanzada la infección (6 días), en un 

do para otras especies. En otros hongos, como N. rileyi, existen reportes de 

que 8 días después de la infección a B. mori, se observó un gran número de hifas 

ramificadas formando conidióforos (Kumar et al., 1997). En la infección de F. 

occidentalis por M. anis

ciadas en fiálides con numerosas cadenas de conidios verdes (Vestergaard 

et al., 1999). Estos autores sugieren que los conidióforos se forman debido a la 

falta de agua y nutrientes en los tejidos del insecto. 
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 El tiempo en la rapidez de la muerte de la langosta puede ser variable y 

depende en gran medida de las temperaturas ambientales y la del hospedero 

(Arthurs et al., 2003).  

En algunas especies de langosta los individuos parecen cambiar su 

comportamiento para elevar su temperatura corporal y reducir su mortalidad 

ores mencionan que los acrídidos limitan el crecimiento del 

hongo

 

durante una infección. Cuando las langostas se exponen a la luz natural o artificial, 

su temperatura corporal puede llegar a elevarse por encima de los 46°C (Arthurs 

et al., 2003). Estos aut

 al aumentar su temperatura corporal a 37°C. La termorregulación de las 

langostas es eficiente y puede disminuir la eficacia de M. anisopliae (Scalan et al., 

2001), probablemente porque su termorregulación induce la formación de ciertas 

proteínas en la hemolinfa (Ouedraogo et al., 2002). En nuestro trabajo, por primera 

vez se observó que M. a. var. acridum crece y se desarrolla a 37°C, y en trabajos 

previos se observó que a esta temperatura este hongo es capaz de desplegar 

todas las estructuras involucradas en la infección natural de langostas (Jiménez-

Gutiérrez, 2003). Además, en otros estudios realizados para determinar a que 

temperatura el hongo pierde el 100% de viabilidad, se encontró que a 55°C aún 

fue posible observar algunas unidades formadoras de colonias (UFC) del hongo 

(Vega- García, 2004). Estos resultados apoyan la virulencia de la cepa EH-502/8, 

que crece bien a 37°C y por lo tanto sería capaz de desarrollarse en el insecto aun 

cuando éste aumentara su temperatura corporal. 

 Este es el primer trabajo que conocemos donde se estudió el desarrollo de 

M. a. var. acridum con microscopía fotónica y electrónica en la infección de la 

langosta y en condiciones de laboratorio; donde se describen seudohifas, 

propágulos nunca antes mencionados en hongos entomopatógenos. 
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10. CONCLUSIONES 
 
 

 Por primera vez en el hongo M. a. var. acridum se describen las estructuras 
que exhibe a infectar langostas. 

 
 Se observó la transición de las estructuras de infección, los conidios, a 

blastosporas, tanto en medio de cultivo líquido como en el hemocele de la 
langosta. 

 
 Por primera vez se describen seudohifas para M. a. var. acridum en la 

infección de langosta e in vitro, y de apresorios en la infección de la 
langosta. 

 
 Por primera vez se describen las estructuras en el hongo in vitro a 37 °C. 

 
 El aislado más virulento (EH-502/8) siempre predominaron las blastosporas, 

mientras que en el aislado menos virulento (EH-488/7) predominaron los 
conidios sumergidos. 

 
 El aislado más virulento (EH-502/8) mostró la mayor rapidez en la transición 

de conidios a blastosporas, principalmente entre las 30 a 40 h después de 
la infección del insecto. 

 
 En la infección de la langosta con el aislado más virulento constantemente 

se observó predominio de seudohifas, probablemente involucradas en la 
virulencia de dicho aislado. 

 
 Futuros estudios considerando como base estas técnicas permitirán 

conocer si las seudohifas encontradas en este hongo pudieran tener un rol 
relevante durante la infección. Por otro lado la obtención de blastosporas 
como un ingrediente activo de un micoplaguicida facilitaría la producción 
industrial del hongo.  
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