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Resumen. En un estudio previo en laboratorio, se seleccioné el aislamiento Nm005 del hongo por
ocasionar una mortalidad del 95% sobre el gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda, 1a plaga
mas importante de este cultivo. Con miras a la produccién de conidios de alta calidad y virulencia que
permitan desarrollar un bioplaguicida eficiente, el objetivo del presente trabajo fue el de determinar el
efecto del medio de cultivo y de algunos potenciales inductores de virulencia sobre las caracteristicas
microbioldgicas de los conidios de Nomuraea rileyi'y su actividad biocontroladora sobre 8. frugiperda.
Para tal fin, el hongo fue crecido en los sustratos millo, arroz, avena y soya. Se evalu6 el rendimiento de
conidios en los sustratos, la germinacion y actividad biocontroladora de los mismos, seleccionandose el
medio a base de soya, en el cual se obtuvieron los conidios con las mejores caracteristicas. Adicionalmente,
el hongo fue crecido en medio extracto de levadura-malta suplementado con potenciales inductores de
virulencia que consistieron en dos inductores proteicos, un homogeneizado de larvas, un inductor no
especifico, un inductor a base de un polimero y un control sin inductor. Mediante un bioensayo se
seleccionaron los inductores proteico 1y polimero 1 por causar un aumento en la actividad biocontroladora.
Posteriormente, se evalué el efecto combinado del sustrato de produccion masiva y los potenciales
inductores de virulencia seleccionados sobre la germinacion y actividad biocontroladora del hongo. Se
encontré que el inductor polimero 1, combinado con el medio de produccion, present6 un efecto
positivo sobre las caracteristicas evaluadas. Los resultados obtenidos sugirieren que el tipo y composi-
cion del medio de cultivo, determinan las caracteristicas microbiolégicas y la virulencia de la biomasa
producida.
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Summary. Isolate Nm0O5 of Nomuraea rileyi was selected in a previous study by causing 95% mortality
in the fall armyworm Spodoptera frugiperda, the most important pest in maize crops. In order to produce
high quality conidia for developing an efficient biopesticide, the objective of the present work was to
determine the effect of the culture medium and some potential virulence inductors on the microbiological
characteristics and biocontrol activity of the /. rileyi conidia. The fungus was grown on millet, rice, oat
and soybean substrates. After evaluating yield, germination and biocontrol activity of produced conidia
on the substrates, the soybean medium was selected because the conidia presented the best characteristics.
In addition, the fungus was grown on yeast-malt extract agar medium supplemented with several potential
inductors of virulence that consisted of two proteic inductors, a homogenization of larvae, a non specific
inductor, an inductor based on a polymer and a control with no inductor. By using a bioassay, the proteic
inductor 1 and polymer inductor 1 were selected because they caused an increase in biocontrol activity.
Afterwards, the combined effect of the selected substrate for mass production and the selected potential
inductor of virulence on the germination and biocontrol activity of the fungus was evaluated. The
polymer inductor 1, combined with the culture medium, had a positive effect on the characteristics
evaluated. The results obtained suggest that the type and composition of the culture medium determi-
nes the microbiological characteristics and virulence of the biomass produced.

Key words: Bioassay. Inductors of virulence. Pathogenicity. Mass production.

Introduccion

El dano ocasionado por el gusano cogolle-
ro del maiz, Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith, 1797), es quiza uno de los mas
importantes a nivel econémico, debido a
que es una especie polifaga que se en-

cuentra difundida en todos los paises ame-
ricanos, provocando grandes pérdidas en
los rendimientos de muchos cultivos
(Garcia 2000).

Durante muchos aios, para reducir los efec-
tos nocivos de S. frugiperda, se ha depen-

dido del uso de insecticidas quimicos, uti-
lizando el doble o el triple de las dosis
indicadas (Pérez 2003). En muchas oca-
siones la efectividad ha sido baja, debido
a las aplicaciones realizadas después del
momento critico de la plaga y de la etapa
fenoloégica mas apropiada del cultivo o
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cuando los danos son irreversibles; inclu-
so se ha pretendido aminorarla cuando
practicamente el cultivo alcanza un tama-
o que imposibilita la entrada de las ma-
quinas al campo; ademas, éste ha traido
como consecuencia el desequilibrio bio-
16gico desde el establecimiento del culti-
vo (Garcia y Pulido 1984).

La creciente necesidad de reducir el uso
de agroquimicos para el control fitosanita-
rio de los cultivos, hace necesario desarro-
llar tecnologias que permitan de forma
practica, econémica y efectiva obtener pro-
ductos a partir de microorganismos, in-
sectos 0 nematodos con calidad y en
cantidades suficientes para su aplicacion
masiva en las zonas cultivadas (Ferrer
2001).

8. frugiperda es atacado por una gran di-
versidad de enemigos naturales como
parasitoides, depredadores y patégenos,
entre los cuales se destaca el hongo
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson (Hipho-
mycetes). Este hongo entomopatégeno se
encuentra distribuido en amplios agroeco-
sistemas y zonas geograficas, donde juega
un papel importante en la regulacion de
las poblaciones, no sélo del cogollero sino
de otras especies de importancia econo-
mica como: Anticarsia gemmatalis (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae), Pseudoplusia
includens (Walker) (Lepidoptera: Noctui-
dae), Trichoplusia ni (Hubner) (Lepidop-
tera: Noctuidae) y Helicoverpa virescens
(FE) (Lepidoptera: Noctuidae), lo cual hace
que este hongo se pueda aprovechar como
agente biocontrolador potencializando su
virulencia (Le6n y Pulido 1991).

En el laboratorio de Control Biolégico del
Programa de Manejo Integrado de Plagas
de Corpoica, Centro de Investigaciones
Tibaitata, se estandarizaron diferentes
sustratos de produccion masiva para la
cepa de N. rileyiNm012, la cual fue selec-
cionada por su alta eficiencia para el con-
trol de 8. frugiperda (Arriero 2001). Sin
embargo, este aislamiento presenté dis-
minucion en la actividad biocontroladora,
al ser cultivado en medios de produccion
masiva y al ser sometido a procesos de for-
mulacion, ademas de ser un aislamiento
muy variable en su crecimiento. Por tales
razones, fue necesario iniciar los estudios
de desarrollo con otro aislamiento de /.
rileyi codificado como NmO0O5, el cual cau-
s6 porcentajes de mortalidad altos del in-
secto bajo condiciones de laboratorio
(95% mortalidad acumulada) y es una cepa
de menor variabilidad (Villamizar et al.
2002).

Para continuar con las investigaciones ten-
dientes al desarrollo de un bioplaguicida
con este aislamiento, el objetivo del presen-
te trabajo fue el de seleccionar un medio
eficiente para la produccién masiva de
conidios y determinar su efecto sobre la acti-
vidad biocontroladora de este aislamiento,
asi como buscar potenciales inductores de
virulencia, con miras a la produccion de
conidios de alta calidad que permitan desa-
rrollar un bioplaguicida eficiente.

Materiales y Métodos

Se utilizé el aislamiento de Nomuraea rileyi
codificado como Nm0O5, presente en el
Banco de Germoplasma de Microorga-
nismos del Laboratorio de Control Biol6-
gico de Corpoica, procedente de un cultivo
de maiz en la finca Panorama, Puerto
Gaitan (Meta) aislado a partir de larvas de
Spodoptera frugiperdainfectadas natural-
mente en campo y conservado en tubos
con agar extracto de levadura - extracto
de Malta (YM) inclinado; se realizaron
subcultivos del hongo y se conservaron
en el mismo medio.

Producciéon masiva de Nomuraea rileyi.
Se evaluaron los sustratos millo, arroz, soya
molida y avena para la producciéon masiva
de N. rileyi. Estos se prepararon y suple-
mentaron siguiendo metodologias previa-
mente estandarizadas en el Laboratorio de
Control Biolégico de Corpoica para la in-
duccion de esporulacion de aislamientos
de N. rileyi (Arriero 2001).

En bandejas de lamina galvanizada se pe-
saron 150 g de matriz sélida (millo, arroz)
y se humedecieron con 150 ml de hidroliza-
do de proteina al 8%. Para el medio de
soya se pesaron 200 g de soya molida y se
humedecieron con 200 ml de hidrolizado
de proteina al 8%. Para el medio con ave-
na, se utilizé 67% de avena en hojuelas y
33% de fuente de proteinay se adiciona-
ron 350 ml de agua, esta mezcla fue licuada
hasta su total homogeneizacion y se adi-
cionaron 250 g de la mezcla en cada ban-
deja. Estas se esterilizaron durante 20
minutos a 119 °Cy 15 libras de presion y
cada bandeja se inoculé con 20 ml de sus-
pension de conidios, la cual se prepar6 en
una solucion de Tween 80 al 0,1% y se
ajusté a una concentracion de 1x10°
conidios.ml”, a partir de un cultivo en caja
en medio YM incubado durante 15 dias.
Las bandejas se incubaron a 25°Cy 55%
de humedad relativa, con luz constante
directa durante 10 dias. Terminado el tiem-
po de incubacion se evaluaron parametros
microbiolégicos como germinacion, ren-
dimiento y actividad biocontroladora.

Germinacion. Se tomaron 0,1 g de
conidios puros y se llevaron a un volumen
de 10 ml con Tween 80 al 0,1%. A partir
de esta suspension se realizaron dos dilu-
ciones seriadas y se sembraron en cajas de
Petri con medio YM. Transcurrido el tiem-
po de incubacion (24 h), se agreg6 una
gota de azul de lactofenol con el propési-
to de tenir los conidios del hongo. En el
microscopio con un aumento de 40X, se
realizo la lectura del niimero de conidios
totales (germinados y no germinados) en
10 campos 6pticos seleccionados aleato-
riamente, expresando los resultados como
porcentaje de conidios germinados.

Rendimiento de conidios en los me-
dios de produccion masiva. Segun la
metodologia utilizada por Arriero (2001)
para evaluar el rendimiento de conidios
en las bandejas, se tomaron tres muestras
de 1 cm? de medio de produccion masiva

esporulado de manera diagonal para cada
unidad experimental. Los tres fragmentos
por bandeja se homogeneizaron en 300
ml de Tween 80 al 0,1% con una batidora
Hamilton Beach Scovill por 10 min a velo-
cidad maxima. Posteriormente, la cantidad
de conidios se evalué mediante recuento
en camara de Neubauer y se expreso el re-
sultado como conidios.ml'. Cada valora-
cion se realizé por triplicado, utilizando
tres unidades experimentales (tres bande-
Jjas) por tratamiento.

Evaluacion del efecto de los diferen-
tes sustratos de produccion masiva en
la actividad biocontroladora de los
conidios de Nomuraea rileyi Nm0OO5.
Se realizaron bioensayos en condiciones
de laboratorio a 25°Cy 70% de humedad
relativa. Se utilizaron los tratamientos:
conidios producidos en millo, arroz, soya
y avena, un testigo absoluto y un testigo
tratado, consistente en Tween 80 al 0,1%.
Para tal fin, se preparé una suspension
madre tomando las esporas de cada
sustrato con un pincel estéril; a partir de
esta suspension se realizaron diluciones
ajustando la concentraciéon a 1 x 107
conidios.ml?, la cual, segiin estudios pre-
vios, correspondié a la CL90 para el aisla-
miento NmO012 (Bosa et al. 2002). Se aplico
un volumen de 1,2 ml de cada tratamiento
sobre el haz y el envés de hojas de higue-
rilla ( Ricinus communis) previamente des-
infectadas con una solucion de hipoclorito
de sodio al 0,5%. En cubetas plasticas de
16 onzas se coloco una servilleta himeda,
una hoja de higuerilla asperjada con el tra-
tamiento y una larva de S. frugiperda en
tercer instar, proveniente de una cria del
Instituto de Biotecnologia de la Universi-
dad Nacional, cada recipiente constituyo
una unidad experimental. El diseio expe-
rimental fue completamente al azar con
treinta repeticiones por tratamiento. Se lle-
vO a cabo el registro de mortalidad a partir
de las lecturas realizadas los dias cuarto,
sexto y décimo hasta obtener el 100% de
mortalidad en alguno de los tratamientos.
Con el fin de evidenciar la presencia del
hongo, las larvas muertas se colocaron en
camaras hiimedas.

Los resultados se corrigieron calculando
el porcentaje de eficacia mediante la for-
mula de Schneider - Orelli (Ciba - Geigy
1973)

b-k
0 -k

Eficacia (%)= x 100

Donde:

b= % de individuos muertos en el trata-
miento

k= % de individuos muertos en el testigo.

Efecto de los potenciales inductores
de virulencia en la velocidad de cre-
cimiento de N. rileyi Nm005. Se prepa-
raron medios suplementados con los
potenciales inductores de virulencia, utili-
zando tres cajas de Petri por tratamiento,
donde cada una constituyé una unidad
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experimental. Con un sacabocados de 4
mm de diametro se tomaron fragmentos
de un medio de cultivo con agar YM creci-
do por el hongo durante 15 dias y se colo-
¢4 un fragmento esporulado en el centro
de caja de Petri con los medios suplemen-
tados. Las cajas se incubaron por 9 dias a
25°C. La lectura se realiz6 en los dias tres,
seis y nueve de incubacion midiendo el
diametro de la colonia formada. El resul-
tado se informé en milimetros.

Evaluacion del efecto de potenciales
inductores de virulencia sobre la ac-
tividad biocontroladora de los coni-
dios de N. rileyi Nm005. N. rileyi fue
cultivado en cajas de Petri con medio
semisintético YM, el cual se suplemento
con los potenciales inductores de virulen-
cia a una concentracion de 0,5% P/P. Los
inductores se adicionaron en forma de
polvo con un tamaiio de particula inferior
a 150 p y estos consistieron en inductor
proteico 1, inductor proteico 2, un
homogeneizado de larvas de S. frugi-
perda, un inductor no especifico, inductor
polimero 1. También se realiz6 un cultivo
en medio YM sin inductor como tratamien-
to control. Cada caja se inocul6 con 0,1 ml
de una suspension de conidios ajustada a
una concentracion de 1 x 10° conidios.ml?,
provenientes de un cultivo en caja en me-
dio YM de 15 dias de edad. Se incubaron
durante 15 dias a 25°C y con luz constan-
te directa. Con los conidios provenientes
de cada tratamiento se prepararon suspen-
siones y se realizaron bioensayos siguien-
do la metodologia descrita anteriormente,
utilizando una concentraciéon subletal del
hongo equivalente a la concentracién le-
tal 50 encontrada en un estudio previo
(10° conidios.ml!), para poder evidenciar
un posible efecto inductor de virulencia
(Bosa et al. 2004).

Efecto combinado del sustrato de
produccién masiva y el potencial in-
ductor de virulencia sobre las carac-
teristicas de N. rileyi (NmO0O5). Se evalué
el efecto combinado del sustrato de pro-
duccién masiva escogido por su mayor ren-
dimiento, suplementado con el inductor de
virulencia seleccionado sobre la actividad
biocontroladora mediante un bioensayo
realizado con la metodologia descrita pre-
viamente y utilizando la concentracion
subletal 105 conidios.ml'. El medio de pro-
ducciéon masiva sin inductor constituyé el
tratamiento control. También se determi-
no el efecto combinado del sustrato con el
inductor sobre la germinacién y el rendi-
miento de conidios empleando las técnicas
descritas anteriormente.

Diseno experimental. Para todas las
pruebas se utiliz6 un diseiio completamen-
te al azar con tres repeticiones por trata-
miento. Los resultados se sometieron a
diferentes pruebas estadisticas, asi: a) un
analisis de varianza y una prueba de
Kruskal-Wallis para la germinaciony el ren-
dimiento cuando se seleccioné el sustrato
de producciéon masiva, b) un analisis de
varianza y una prueba de Kruskal-Wallis

para determinar el efecto combinado del
sustrato de produccion masiva y el poten-
cial inductor de virulencia, c) la prueba de
diferencia minima significativa para el ren-
dimiento y actividad biocontroladora cuan-
do se evaluo el efecto combinado del
sustrato de produccion masiva y el poten-
cial inductor de virulencia seleccionados y
d) la prueba de Tukey para evidenciar el
efecto de los potenciales inductores de vi-
rulencia en la velocidad de crecimiento y
actividad biocontroladora de N. rileyi, uti-
lizando una significancia de 0,05.

Resultados y Discusion

Selecciéon de un medio de cultivo so6-
lido para la produccion masiva de
conidios de Nomuraea rileyi Nm005

Germinacién. Al evaluar la germinacién
de los conidios de N. rileyi producidos en
los diferentes sustratos de produccion
masiva, se observo germinaciéon desuni-
forme, aunque después de 48 h de
incubacion se obtuvo una germinaciéon
mayor al 95% con todos los tratamientos,
con valores de 99,33, 97,83, 97,77 y
99,35% para las células provenientes de
los sustratos millo, arroz, avena y soya, res-
pectivamente (Fig. 1). Estos resultados
indican que los conidios provenientes de
todos los sustratos de produccion masiva
presentaron una germinacion alta, la cual
no se vio influenciada por el tipo matriz
sélida utilizada. La prueba de Kruskal -
Wallis (o 0,05) no detecto diferencias sig-
nificativas entre las germinaciones de los
conidios producidos en las diferentes ma-
trices de produccion valoradas. Este com-
portamiento podria atribuirse a que todos
los sustratos evaluados le proporcionaron
al hongo lo necesario para su desarrollo y
la formacion de las reservas endégenas

necesarias para la posterior germinaciéon
de los conidios, como lo informaron Lane
y Trinci en 1991, quienes afirman que las
diferencias en la germinacioén de esporas
de Beauveria bassiana depende de sus
respectivas reservas endogenas. Estos au-
tores observaron un aumento de la
germinacion de los conidios de B. bassiana
cuando se produjeron en un medio con
fuente de nitrégeno limitado, sugiriendo
que al manipular las condiciones de creci-
miento se pueden mejorar caracteristicas
de las esporas como longevidad y germi-
nacién. Los autores también observaron
que las esporas cosechadas en fase esta-
cionaria después de 80 h de incubacién
en un cultivo con fuente de nitrégeno li-
mitada, contienen mas reservas endégenas
(glicégeno y lipidos) que las cosechadas
en un cultivo con fuente de carbono limi-
tada, lo cual determina su capacidad de
germinacion.

La germinacion alta de los conidios de todos
los tratamientos también podria atribuirse
a un posible lavado de los autoinhibidores
de germinacion durante la preparacion de
las diluciones, las cuales se realizaron en
todos los casos en una solucién de Tween
80 al 0,1%, efecto que ha sido registrado
por autores como Kuo (1999), quien ob-
servo que al lavar las esporas de Colleto-
trichum gloeosporioides previamente a la
evaluacion de su germinacion, obtenia por-
centajes superiores a los logrados con las
esporas que no habian sido sometidas al
proceso de lavado. Este fenémeno lo atri-
buy6 a un posible lavado de los autoinhibi-
dores de germinacion: gleosporona y la

El Tween 80 también ha sido considerado
como un estimulador de la germinacién
de conidios de Metarhizium anisopliae,

(%)

inacion

Germ

Soya

O Millo

H Arroz

O0Avena

Figura 1. Germinacion de los conidios de N. rileyi Nm0O5 cultivados en diferentes
sustratos de producciéon masiva a las 48 h de incubacién.
Los resultados seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas segin la prueba de

Kruskal - Wallis.
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actividad que se considera podrian tener
diferentes detergentes anionicos (Milner
et al. 1990).

El hecho de que se haya presentado la
misma capacidad de germinacion en to-
dos los sustratos de produccion masiva,
podria atribuirse a que los conidios pro-
ducidos tenian la misma edad al momen-
to de evaluarse la germinacion, factor que
ha demostrado ser determinante en la ca-
pacidad de desarrollo de los mismos (Griffin
1981). Se ha observado que la germi-
nacion de los conidios también puede ver-
se influenciada por factores como la
composicion del medio de cultivo en el
cual se evaliie este parametro, como lo in-
formoé Milner et al. 1990. En el presente
estudio la germinacion de N. rileyi fue va-
lorada en el medio semisintético YM, cuya
composicion principalmente incluye: ex-
tracto de levadura, extracto de malta, dex-
trosa y peptona, los cuales probablemente
le proporcionaron al microorganismo los
nutrientes exégenos necesarios para ger-
minar. Milner et al. (1990) observaron que
los conidios de M. anisopliae germinaban
pobremente en ausencia de nutrientes
exdégenos, y determinaron que la glucosa
estimulaba su germinacion, al igual que
aminoacidos simples como la L-alanina y
detergentes anionicos como el Tween 80.
De igual forma, otros autores como Dillon
y Charnley (1990) observaron un aumen-
to en la capacidad de germinacion de los
conidios de M. anisopliae, al adicionar al
medio de cultivo L-alanina y N-acetylglu-
cosamina. Estos autores, determinaron un
aumento en la germinacién del hongo, al
incubar la muestra en agua destilada du-
rante 20 h antes de la inoculacién en cajas
de Petri, fendmeno que atribuyeron a una
iniciacion de la fase de preturgencia de los
conidios, previa a la germinacion de los
mismos.

Bidochka y Khachatourians (1990) tam-
bién observaron el efecto de fuentes de
carbono, nitrégeno o fésforo presentes en
el medio de evaluacién, sobre la germi-
nacion de los conidios y registraron que al
adicionar 0,5 mg/ml KH,PO, a un medio de
quitina crudo se incrementa la germina-
cion del hongo del 10 al 43% después de
48 h.

Los resultados obtenidos en el presente
estudio no mostraron diferencias signifi-
cativas en cuanto a la germinacion de los
conidios provenientes de los diferentes
sustratos de produccion masiva. Este com-
portamiento posiblemente se debi6 a que
estas matrices en su composicion incluyen
fuentes de carbono, nitrégeno, proteina,
lipidos, macro y microelementos, que pro-
bablemente permitieron al microorganis-
mo realizar la reserva endégena de
nutrientes necesarios para formar el tubo
germinal; como lo registraron Butt et al.
(2001), quienes demostraron que la com-
posicion del medio de cultivo determina
la formacion de reservas endogenas en las
células de las cuales depende su germi-
nacion, viabilidad y patogenicidad. La im-

portancia de las reservas endégenas en la
germinacion y posterior desarrollo del
tubo germinal se ha atribuido a que éstas
son utilizadas como fuente de energia en
el proceso de germinacién y promueven el
subsecuente crecimiento y desarrollo del
microorganismo (Pascual 1998 citado por
Butt ef al. 2001). Cotter et al. (2000) afir-
man que sélo se requiere agua y oxigeno
para la germinacion de esporas que con-
tienen su propia energia en forma de
nutrientes endégenos ricos en carbono y
nitrégeno.

Rendimiento de conidios de NYomuraea
rileyi cultivados en los diferentes
medios de producciéon masiva

El efecto del medio de cultivo en la capaci-
dad de esporulacion del hongo se evalué
mediante la cuantificaciéon de la produc-
cion de conidios por unidad de area.

Las unidades experimentales se inocula-
ron con 10 ml de una suspension de
conidios ajustada a una concentraciéon de
1 x 10° conidios.ml; es decir, cada bande-
ja se inocul6 con 1x107 conidios, lo que
equivale a 1,4 x 10* conidios.cm?. Después
de 19 dias de incubacion se obtuvieron
rendimientos de 2,3 x 10® conidios.cm?en
el sustrato millo, 4,5 x 102 conidios.cm?y
2,0 x 108 conidios.cm? en los sustratos soya
y arroz, respectivamente y la menor pro-
duccioén de conidios en el sustrato avena,
con un recuento de 4,7 x 107 conidios.cm?.
Como se puede observar en los resulta-
dos obtenidos, con el sustrato avena se
obtuvo 1.000 veces el nimero de conidios
inoculados, con los sustratos millo y arroz
se obtuvo aproximadamente 10.000 ve-
ces mas, y con el sustrato soya se alcanzé
un rendimiento que equivalié a 20.000
veces lo inoculado.

El analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis
(a 0,05) indic6 que el rendimiento de los

conidios del microorganismo producido
en sustrato soya fue significativamente
superior con respecto al obtenido en el
sustrato avena, pero no presentoé diferen-
cias significativas con los rendimientos
obtenidos en los sustratos millo y arroz. El
rendimiento en estos dos tiltimos sustratos
tampoco presento diferencias estadisticas
con el resultado obtenido en el medio a
base de avena (Fig. 2). Estos resultados
sugieren que la composicion del medio
de cultivo tiene un efecto determinante en
la esporulacion del microorganismo

A pesar de no encontrarse diferencias sig-
nificativas entre los resultados obtenidos
con los sustratos soya, millo y arroz, se
observa una tendencia numérica a una
mayor produccion en el sustrato soya, ade-
mas de que en este medio se observé un
crecimiento uniforme en todas las bande-
jas y una abundante esporulacion en las
tres unidades experimentales. Adicional-
mente, los conidios producidos en el
sustrato soya presentaron un aspecto
polvoso, desprendiéndose facilmente del
sustrato y facilitindose su separacion para
la evaluacién microbiolégica; caracteristica
deseable en la industria de bioplaguicidas
(Butt et al. 2001). Lo contrario ocurrié con
los medios de produccion masiva de millo,
arroz y avena, en los cuales se obtuvieron
conidios muy hiimedos y adheridos a la
parte superficial del sustrato, haciendo di-
ficil su separacion.

En el medio avena se observo un creci-
miento poco uniforme, debido probable-
mente a que éste no tiene una estructura
de grano sino una consistencia semisolida.
Este hecho podria haber generado una
tasa de evaporacion elevada que causo la
cristalizacion del sustrato, afectando el
desarrollo del microorganismo obtenién-
dose una esporulacion escasa. En los de-
mas sustratos millo, arroz y soya se
mantuvo la humedad y el hongo colonizé
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Figura 2. Rendimiento de conidios de la cepa N. rileyi NmO0O05 cultivada en diferentes

sustratos de produccion masiva.

Los resultados seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas segiin la prueba de

Kruskal - Wallis.
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completamente la matriz y esporulé abun-
dantemente.

El crecimiento vigoroso de N. rileyi en el
sustrato soya, probablemente se debi6 a
que este medio en su composicion incluia
el hidrolizado de proteina, el cual es una
fuente de nitrégeno organico indispensa-
ble para la conidiogénesis de este micro-
organismo (Riba y Glandar 1980), ademas
de ser una fuente de vitaminas y lipidos,
cofactores de crecimiento que inducen
esporulacion (Villamizar 1998).

La esporulacion menor en los sustratos
avena y arroz podria deberse a que estos
cereales poseen un alto contenido de
carbohidratos, lo cual favorece el crecimien-
to micelial del hongo y no su esporulacion
(Humphereys 1989 citado por Villamizar
1998). Por el contrario, el sustrato millo
fue utilizado en forma de grano, el cual
esta recubierto por la cubierta seminal, que
posiblemente ocasioné una escasa dispo-
nibilidad de nutrientes que favorecieron
la esporulacion de N. rileyi, ya que se ha
registrado que las condiciones de estrés
nutricional favorecen la esporulacion
(Griffin 1981). Sin embargo, en este ulti-
mo sustrato los conidios presentaron una
alta humedad y se encontraron muy adhe-
ridos al sustrato, lo que dificult6 su sepa-
racion via seca. En el caso del sustrato soya,
este grano presento un escaso contenido
de carbohidratos (10,10% P/P) y un alto
contenido de proteinas (41,33% P/P) que
pudieron haber favorecido la esporulacion
del microorganismo. La importancia del
nitrégeno para la conidiacién de N. rileyi
fue senalada por Riba y Glandard (1980),
quienes evaluaron medios liquidos que
contenian concentraciones de extracto de
levadura de 0,5, 1y 2% y encontraron que
al aumentar la concentracion de la fuente
de nitrogeno se incrementé la esporu-
lacion del hongo, ya que dicho compues-
to ademas de aportar fuente de nitrégeno,
es una fuente de vitaminas y lipidos.

Al expresar los resultados del presente tra-
bajo como conidios producidos por gramo
de sustrato, se obtuvieron rendimientos
de 1 x10° conidios.g” para millo, de 1,5 x
10° conidios.g* para soya, de 1,5 x 10®
conidios.g! para avena y 8,8 x 10% coni-
dios.g" cuando la produccién se hizo en
arroz, resultados similares a los obtenidos
por Arriero (2001), quien evalué el rendi-
miento expresado como conidios produ-
cidos por gramo de medio de cultivo
esporulado, empleando como sustrato de
produccion salvado de trigo suplementa-
do con diferentes fuentes de proteina. El
autor obtuvo un rendimiento de 1,2 x 10°
conidios.g* para el medio suplementado
con el hidrolizado de soya, 8,9 x 102
conidios.g! cuando utilizé hidrolizado de
levaduray 1,4 x 10° conidios.g™ en el sal-
vado enriquecido con soluciéon de malta.
Vimala-Devi (1994) evalué diferentes
sustratos para la produccion masiva de /.
rileyi, en los cuales los rendimientos fue-
ron similares a los obtenidos en el presen-
te estudio, con una produccion de 1,4 x

10° conidios.g-! de sustrato, en un medio
de sorgo triturado y suplementado con una
solucion de extracto de levadura al 1%.

Evaluacion del efecto de los diferen-
tes sustratos de produccion masiva en
la actividad biocontroladora de los
conidios de Nomuraea rileyi Nm005

Al evaluar la actividad biocontroladora de
los conidios de N. rileyi provenientes de
los diferentes sustratos de produccion
masiva sobre larvas de S. frugiperda, se
obtuvo un 100% de mortalidad a los 10
dias después de iniciado el ensayo, con
los conidios provenientes de todas las re-
peticiones de los tratamientos, utilizando
una concentracion de 1 x 107 conidios. ml,
concentracion letal 90 determinada para
el aislamiento de N. rileyi (Fig. 3) (Bosa et
al. 2002). El testigo absoluto no presenté
mortalidad, confirmando que la muerte de
los insectos en los tratamientos se debi6 a
la actividad biocontroladora del microor-
ganismo y no a condiciones ambientales o
estrés en los individuos.

Todos los sustratos utilizados tuvieron el
mismo efecto sobre la actividad biocon-
troladora del microorganismo. Sin embar-
go, se observo una cierta tendencia de los
conidios producidos en el sustrato soya a
ejercer mas rapidamente su efecto bio-
controlador.

Debido a la falta de variabilidad entre los
resultados de las réplicas de cada trata-
miento, no fue necesario aplicar una prue-
ba estadistica para determinar diferencias
entre los mismos. Se observé que los
conidios cultivados en los cuatro sustratos
evaluados presentaron la misma virulen-
cia y el medio de cultivo no tuvo efecto
sobre la patogenicidad, pudiéndose utili-
zar cualquiera de ellos para la multiplica-
cion del hongo. Este resultado se podria
atribuir a que posiblemente todos los

Tabla 1. Tiempos letales medios de los
conidios de la cepa /. rileyi Nm0O5 cultiva-
da en diferentes sustratos de produccion
masiva

Tiempo letal
Tratamientos medio TL,,

(Dias)

Avena 6,6a
Millo 6,6a
Soya 5,6 a
Arroz 70a

YM 7,7a

sustratos le proporcionaron al hongo los
nutrientes necesarios para su desarrollo.

Con el proposito de seleccionar un
sustrato de produccién masiva se deter-
miné el tiempo letal medio (TL, ) de los
conidios de /. rileyi cultivados en los dife-
rentes sustratos de producciéon masiva,
obteniéndose valores de 5,6 dias para
soya, 6,6 dias para avena y millo, 7 dias
para arrozy 7,7 dias para los conidios cul-
tivados en medio YM.

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis no
detecto diferencias significativas entre los
tiempos letales de todos los tratamientos
(Tabla 1), confirmando que los conidios
producidos en todos los sustratos son
igualmente virulentos. Sin embargo, el
tiempo letal medio mas bajo fue obtenido
con los conidios provenientes del cultivo
en sustrato soya, lo cual indica que posi-
blemente en este sustrato se obtienen
conidios que ejercen su actividad biocon-
troladora mas rapidamente en compara-
cion con los conidios de los demas
tratamientos.

El tiempo letal menor obtenido con los
conidios cultivados en el sustrato soya
posiblemente se debié a una activaciéon
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Figura 3. Efecto biocontrolador de los conidios de /. rileyi Nm0O5 crecidos en diferen-

tes sustratos de produccion masiva.
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por parte del sustrato de algunas de las
etapas determinantes en el mecanismo de
accion de este microorganismo. Por ejem-
plo, pudo haber mejorado la capacidad de
adherencia de las células, ya sea por la
maodificacion en la carga de la pared celu-
lar de los mismos o por un aumento en la
produccion de mucilago que media el pro-
ceso de adhesion. También el sustrato
podria haber aumentado la capacidad de
germinacion de los conidios, sus sistemas
enzimaticos o la produccion de toxinas,
que determinan la virulencia del microor-
ganismo (Lezama 1994).

El frijol soya tiene un contenido proteico
de 41,3% que sumado al 49,46% de pro-
teina contenido en el hidrolizado, consti-
tuyeron la fuente de nitrégeno organico
para el microorganismo, la cual se encon-
tré en alta concentracion, mientras que la
disponibilidad de carbohidratos en este
medio de produccion masiva fue limitada.
Esta mayor disponibilidad de nitrégeno y
escasa de carbono, ademas de favorecer la
esporulacion del hongo, pudo haber juga-
do un papel importante en la patoge-
nicidad. Las enzimas fiingicas que han sido
senaladas como determinantes en el meca-
nismo de accion, tienen un mecanismo de
represion catabolica por exceso de fuente
de carbono (St. Leger. et al. 1986 a,b,c) y
por lo tanto con este medio con fuente de
carbono limitada, podrian haberse activa-
do dichos sistemas enzimaticos, obtenién-
dose conidios mas virulentos. En el caso de
los demas sustratos, los mayores tiempos
letales obtenidos posiblemente se debie-
ron a que en su composicion incluyen una
mayor cantidad de carbohidratos que de
proteina, ya que por ejemplo el arroz con-
tiene un 8,22% de proteina y un 55,15%
de carbohidratos, la avena 12,5% de pro-
teina, 53,84% de carbohidratos, el millo
13,35% de proteina y 46% de carbohidratos
(Caro 2003). Esta disponibilidad mayor de
carbono y menor de nitrégeno con respec-
to ala soya, posiblemente generé una re-
presion catabédlica de enzimas en los
conidios producidos en estos sustratos,
obteniéndose en consecuencia que el pro-
ceso infeccioso se desarrollara mas lenta-
mente (St. Leger et al. 1986 a, b, c).

El contenido endégeno de las células de-
pende de la composicion del medio de
cultivo y es inversamente proporcional a la
disponibilidad de nutrientes en el mismo
(Griffin 1981). En el presente trabajo posi-
blemente el sustrato soya, el cual ocasio-
né el menor tiempo letal, pudo haber
generado una mayor reserva endégena en
los conidios, permitiendo que el proceso
de infeccion se desarrollara mas rapido.
Este efecto ha sido registrado para
Ulocladium atrum, hongo para el cual se
manipularon sus reservas endégenas, pu-
diéndose modificar su capacidad de esta-
blecimiento sobre las hojas y su actividad
biocontroladora de Bofrytis cinerea (Frey
y Magan 1998; registrados por Butt et al.
2001).

Los resultados obtenidos permitieron se-
leccionar el sustrato soya como el mas ade-

cuado para la produccion de conidios del
aislamiento de /. rileyiNm005, ya que con
este medio se obtuvo el mayor rendimien-
to de conidios, los cuales mostraron una
alta germinacién y actividad biocontro-
ladora, ademas de ser el tinico sustrato que
se obtuvo una esporulacién abundante y
de apariencia pulverulenta que facilitaria su
separacion via seca, caracteristicas desea-
bles en la industria de bioplaguicidas.

Efecto de los potenciales inductores
de virulencia en la velocidad de cre-
cimiento de N. rileyi Nm005

La capacidad de desarrollo del microor-
ganismo es un factor determinante de la
virulencia y por lo tanto cualquier mani-
pulacién que permita mejorar la velocidad
de crecimiento de un hongo entomo-
patégeno, podria también mejorar su ac-
tividad biocontroladora. Con el fin de
evaluar el efecto de diferentes potencia-
les inductores de virulencia sobre la acti-
vidad biocontroladora de N. rileyi y
relacionar dicha actividad con parametros
determinantes del mecanismo de accion,
como la capacidad de desarrollo del hon-
go, se evalué el efecto de dichas sustan-
cias en la velocidad de crecimiento del
microorganismo.

En los resultados obtenidos en este estu-
dio se observé la mayor tasa de crecimien-
to cuando el microorganismo se cultivé en
medio YM suplementado con el inductor
polimero 1. Para este tratamiento la veloci-
dad fue de 1,29 mm/dia, seguido por el
inductor proteico 2 con 1,20 mm/dia, el
homogeneizado de larvas con 1,11 mm/
dia, el medio YM utilizado como tratamien-
to control con 0,91 mmy/dia, el inductor pro-
teico 1 con 0,88 mm/dia y por iltimo el
inductor no especifico que alcanzé una ve-
locidad de 0,87 mm/dia (Tabla 2; Fig. 4).

La comparacion de medias de Tukey (o
0,05) no detecté diferencias en la tasa de
crecimiento del hongo en medio YM su-
plementado con los diferentes potencia-
les inductores de virulencia, resultado que
sugiere que ninguna de las sustancias eva-
luadas tuvo un efecto inductor en la capa-
cidad de crecimiento del microorganismo.

Tabla 2. Velocidad de crecimiento de la cepa
de N. rileyi NmOO05 cultivada en presencia
de los potenciales inductores de virulencia

Inductores Velocidad
de virulencia mm/dia
Control 0,91a
Inductor proteico 1 0,88 a
Inductor proteico 2 1,20 a
Homogeneizado
de larvas 1,11a
Inductor no especifico 0,87 a
Inductor polimero 1 1,29 a

Los resultados seguidos por la misma letra no presen-

Este resultado probablemente se debi6 a
la baja concentracion de los inductores
(0,5% P/P) utilizada para suplementar el
medio YM. Dicha concentracién no hizo
un aporte nutricional significativo en los
diferentes medios suplementados, por lo
que no hubo un efecto en la velocidad de
crecimiento, ya que como lo senalé Griffin
(1981) este parametro depende de la com-
posicion del medio de cultivo.

A pesar de no encontrarse diferencias es-
tadisticas entre los tratamientos evalua-
dos, se observo una tendencia numérica a
una mayor tasa de crecimiento cuando el
medio se suplementé con el inductor
polimero 1 con respecto a los demas tra-
tamientos, lo que indica que el polimero
1 posiblemente estimul6 el crecimiento del
hongo. La tasa de crecimiento de muchos
hongos depende del microorganismo y de
las condiciones ambientales. Se ha indica-
do que la disminucion en la tasa de creci-
miento es causada probablemente por el
suministro limitado de nutrientes y es di-
rectamente proporcional al tiempo (Griffin
1981).

La velocidad de crecimiento micelial conti-
nuamente presenta variaciones que
presumiblemente se deben a un sistema
de control poligénico, ya que se ha obser-
vado que la tasa de crecimiento esta
asociada con diferentes regiones cromo-
somales (Larraya et al. 2002). En el pre-
sente estudio los resultados obtenidos no
presentaron diferencias entre si, posible-
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mente porque en todos los tratamientos
los genes implicados con la tasa de creci-
miento se expresaron de la misma forma,
lo cual podria deberse a las diferencias
minimas en la composicion de los medios.

La velocidad de crecimiento de algunos
hongos se ha relacionado con las reservas
endogenas presentes en las células, parti-
cularmente polioles como el glicerol que
pueden servir como fuente de energia y
ser utilizados como promotores del creci-
miento y desarrollo (Butt et al. 2001). Las
tasas de crecimiento obtenidas en este tra-
bajo con los potenciales inductores de
virulencia no presentaron diferencias es-
tadisticas entre si, posiblemente debido a
que el fragmento colonizado con el hon-
go y utilizado para la inoculacion de los
medios suplementados provenia del mis-
mo cultivo en caja de Petri con medio YM;
razon por la cual los propagulos utiliza-
dos para inocular posiblemente tenian
unas reservas endégenas similares que les
permitieron crecer a velocidades similares.

Evaluacion del efecto de potenciales
inductores de virulencia sobre la ac-
tividad biocontroladora de los coni-
dios de Nomuraea rileyi Nm005

Los conidios de N. rileyi crecidos en pre-
sencia de potenciales inductores de viru-
lencia ocasionaron los mayores porcentajes
de mortalidad sobre larvas de S. frugiperda
con los tratamientos inductor polimero 1
e inductor proteico 1, con 93,10y 96,55%,
respectivamente; seguidos por los obteni-
dos con el homogeneizado de larvas con
un 89,65%, el inductor proteico 2 con
89,65 %, el inductor no especifico con
75,86% y por tiltimo, la menor mortalidad

se obtuvo con el tratamiento control YM
con un valor de 65,46% (Fig. 5).

Los datos se sometieron a un analisis de
varianza (ANAVA) y a una comparacion de
medias de Tukey (a 0,05). La actividad
biocontroladora de los conidios provenien-
tes del tratamiento control YM sin inductor
fue significativamente inferior a las obteni-
das con el microorganismo cultivado en el
medio suplementado con el inductor pro-
teico 1, el inductor polimero 1, el homoge-
neizado de larvasy el inductor proteico 2,
no encontrandose diferencias entre estos
ultimos. Los resultados obtenidos con es-
tos inductores no presentaron diferencias
estadisticas con el presentado por el induc-
tor no especifico, el cual tampoco fue
significativamente diferente del tratamiento
control (YM) sin suplementar. Estos resulta-
dos sugieren que los inductores proteico 1,
proteico 2, polimero 1 y homogeneizado
de larvas tuvieron un efecto inductor sobre
la actividad biocontroladora, lo cual posi-
blemente podria atribuirse a una activacion
por parte del sustrato de alguna de las eta-
pas del mecanismo de accién, como los sis-
temas enzimaticos que son indispensables
en la penetracion de la cuticula o en la pro-
duccion de toxinas.

La relacién de la actividad enzimatica con
la patogenicidad ha sido registrada por
autores como El- Sayed et al. (1989) cita-
do por Lezama (1994), quienes compara-
ron la virulencia de /. rileyi sobre la base
de la actividad quitinolitica de dos cepas
virulentas y una no virulenta contra
Trichoplusia ni, trabajo en el que encon-
traron de 10 a 17 veces mas actividad
enzimatica en las cepas virulentas que en
las no virulentas.

100+
90+
80+
70-
60
50

40

Eficacia (%)

30+

20+

10+

0

B Homogeneizado de larvas
E Inductor no especifico

O Inductor protéico 1

O Inductor polimero 1
Inductor protéico 2
Control YM

OTestigo tratado

Figura 5. Eficacia biocontroladora de los conidios de /. rileyiNmOO5 sobre larvas de S.
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Los resultados seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas segiin la prueba de Tukey.

El efecto del inductor proteico 1 podria
deberse a una induccion de enzimas
proteoliticas que han sido establecidas
como determinantes en el mecanismo de
penetracion de la cuticula, debido a que
esta compuesta en un 70% de proteina
(Clarkson y Charnley 1996).

En el caso del inductor polimero 1 pudo
ocurrir una induccion de enzimas hidroli-
ticas como proteasas, esterasas y quitina-
sas, como N-acetilglucosaminidasa, la cual
es muy importante en el proceso de pene-
tracion. Algunos autores han relacionado
la induccién de quitinasas con la compo-
sicion del medio de cultivo, es el caso de
Bosa et al. (2001) quienes observaron un
aumento en la actividad de esta enzima al
cultivar la bacteria Serratia marcescensen
presencia de un homogeneizado de su
hospedero Tecia solanivora, insecto que
tiene un alto contenido de quitina prove-
niente de su cuticula. Los autores adicio-
nalmente informaron que al aumentarse
la actividad de esta enzima también se
incremento la patogenicidad del micro-
organismo.

El inductor proteico 1 mejoro la velocidad
de crecimiento del microorganismo, lo que
posiblemente se podria relacionar con el
aumento en la actividad biocontroladora
del mismo, debido a que éste podria ha-
ber desarrollado mas rapidamente el pro-
ceso de infeccion.

Los inductores proteico 1 y el polimero 1
pudieron tener efectos en otras etapas del
mecanismo de accion como la adherenciay
la germinacion. Este efecto fue registrado
por Villamizar et al. (2001), quienes obser-
varon un aumento en la germinacion, adhe-
rencia e hidrofobicidad de los conidios de
Metarhizium anisopliae cuando éste se cul-
tivo en un medio suplementado con poten-
ciales inductores de virulencia, viéndose
relacionado con la actividad biocontroladora
de la langosta llanera Khammatocerus
schistocercoides.

El inductor no especifico no tuvo un efec-
to significativo en la actividad biocontro-
ladora del hongo, lo que podria atribuirse
a que este inductor tiene un bajo conteni-
do proteico que no permitié que se activa-
ran los sistemas enzimaticos implicados en
la hidrolisis de estos componentes, los
cuales como se menciond anteriormente
estan estrechamente relacionados con la
virulencia de los hongos entomopatégenos
(Clarkson y Charnley 1996).

En el caso del homogeneizado de larvas,
este inductor tuvo un efecto significativo
sobre la virulencia de N. rileyi, ya que el
sustrato consistio en el insecto hospedero
de dicho hongo, como lo registraron
Bidochka y Khachatourians (1992), quie-
nes observaron un aumento en la virulen-
cia de B. bassiana cuando se cultivo en
presencia de componentes cuticulares de
su hospedero Melanoplus sanguinipes
(Orthoptera: Acrididae).

Debido a que con el inductor polimero 1y
el inductor proteico 1 se alcanzaron los
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mayores porcentajes de mortalidad, estos
inductores se seleccionaron para utilizar
en combinacién con el medio de produc-
cion masiva seleccionado (soya) para la
producciéon de conidios de N. rileyi.

Efecto combinado del sustrato de
producciéon masiva y el potencial in-
ductor de virulencia sobre las carac-
teristicas de N. rileyi Nm005

Se evalué el efecto de cultivar el hongo en
el medio de produccion masiva seleccio-
nado, suplementado con los potenciales
inductores de virulencia que presentaron
los mejores resultados. Para tal fin se utili-
26 el sustrato soya suplementado con el
inductor polimero 1y con el inductor pro-
teico 1.

Después de 40 h de incubacion en medio
YM, los conidios provenientes del sustrato
soya suplementado con inductor polimero
1 presentaron porcentajes de germinaciéon
de 99,49%, siendo superiores a los por-
centajes de germinacion obtenidos con los
conidios provenientes del medio suple-
mentado con el inductor protéico 1y del
sustrato sin suplementar, los cuales pre-
sentaron una germinacion del 76,54 y del
61,31%, respectivamente (Fig. 6). Estos
resultados no se ajustaron a una curva
normal y no presentaron homogeneidad
de varianzas, razén por la cual se realizé
un analisis no paramétrico utilizando la
prueba de Kruskal-Wallis con una signifi-
cancia de 0,05.

El analisis estadistico encontré que los
conidios provenientes del sustrato soya
suplementado con el inductor polimero 1
presentaron una germinacion significati-
vamente superior a la obtenida con los
conidios provenientes del sustrato suple-
mentado con el inductor proteico y sin
suplementar, lo que indica que esta sus-
tancia tuvo un efecto inductor de la
germinacion de los conidios producidos.
Lo que podria deberse, como se mencio-
no anteriormente, a la activacién por par-
te del polimero 1 de genes relacionados
con la germinacion (Kothe y Free 1998).

La germinacion de los conidios cultivados
en la soya suplementada con el inductor
proteico 2 no presentoé diferencias esta-
disticas con la germinacion de los conidios
cultivados en el sustrato soya sin suple-
mentar. Resultado que sugiere que este
inductor al ser combinado con el medio
de produccién masiva no tiene un efecto
inductor de la germinacion de /. rileyi.

Al evaluar el rendimiento de conidios en el
sustrato soya suplementado con los po-
tenciales inductores de virulencia seleccio-
nados, se encontraron valores de 3,9 x 102
conidios.cm? para el sustrato soya suple-
mentado con el inductor protéico 1; 1,0 x
102 conidios.cm? para el sustrato soya su-
plementado con el inductor polimero 1y
de 4,0 x 10® conidios.cm? para el sustrato
soya sin suplementar (Fig. 7). Los resulta-
dos se sometieron a un analisis de varianza
(ANAVA) y a una comparacion de medias

de diferencia minima significativa (o 0,05).
Se encontréo que el rendimiento de
conidios en el sustrato soya suplementa-
do con el inductor polimero 1 fue significa-
tivamente inferior a los obtenidos con los
otros tratamientos, resultado que indica
que el polimero 1 al ser combinado con el
medio soya, disminuy6 la capacidad de
esporular del microorganismo.

Los resultados de germinacion obtenidos
con el sustrato soya suplementado con el
inductor proteico 1y el sustrato soya sin
suplementar no presentaron diferencias
estadisticas entre si, lo que indica que el
inductor proteico 1 no afecté la conidio-
génesis del microorganismo. En el presen-
te trabajo a pesar de haberse utilizado una
concentracion baja de inductores (0,5%),
si se observo un efecto del polimero 1,
posiblemente porque éste fue distribuido

homogéneamente sobre toda la superfi-
cie del medio de produccién donde fue
cultivado el hongo.

La eficacia biocontroladora obtenida con
una concentracion subletal de los coni-
dios cultivados en el medio de produc-
ci6n masiva a base de soya suplementado
con el inductor polimero 1 fue de 62,07%,
para los cultivados en el sustrato de soya
sin suplementar, que constituye el trata-
miento control, fue de 48,27 y de 44,83%
para aquellos crecidos en el sustrato soya
suplementado con el inductor proteico 1
(Fig. 8).

La comparacion de medias mediante la
prueba de diferencia minima significativa
(LSD) con (0 0,05) determinoé que la activi-
dad biocontroladora de los conidios culti-
vados en el sustrato soya suplementado
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con el inductor polimero 1 fue significati-
vamente superior a la obtenida con el
hongo crecido en el sustrato soya sin su-
plementar y en el sustrato soya suplemen-
tado con el inductor proteico 1. Este
resultado confirma que el polimero 1 si
ejerce un efecto inductor de la virulencia
de este microorganismo, el cual no se vio
afectado por la combinacion con el medio
de produccion masiva. Los resultados ob-
tenidos con el inductor proteico 1 no pre-
sentaron diferencias significativas con
respecto a los obtenidos con el tratamien-
to control, sugiriendo que el inductor pro-
teico 1 no tiene un efecto sobre la virulencia
del microorganismo cuando éste es com-
binado con el sustrato de producciéon ma-
siva a base de soya, mientras que si hubo
una induccion de virulencia cuando fue
combinado con el medio YM. Este resulta-
do podria deberse a una represion catabé-
lica de las enzimas implicadas en el
mecanismo de accion por exceso de fuen-
te de carbono en el medio soya. Posible-
mente si fueron activadas por el inductor
proteico 1 en el medio YM que tiene un
menor contenido de carbohidratos.

El aumento en la actividad biocontrola-
dora del microorganismo cuando se culti-
v6 en el medio soya con el inductor
polimero 1, podria estar relacionado con
el incremento en la capacidad de germinar
de los mismos, ya que como lo registro
Lezama (1994), estos dos factores estan
estrechamente relacionados. El autor de-
terminé que la agresividad de una cepa de
Conidiobolus obscurus estuvo en funcion
de la velocidad con la cual fue capaz de
derminar el microorganismo.

Los resultados de este trabajo permitieron
seleccionar el sustrato soya suplementado

con el inductor polimero 1 para la produc-
cion eficiente de conidios de N. rileyiNm005
de alta calidad, con un alto nivel patogénico
que permitiria elaborar un bioplaguicida
de calidad que permitiria reducir las dosis
de aplicacién, minimizando el impacto
ambiental y disminuyendo los costos de
produccién al agricultor, ya que se requeri-
ria menos producto para la aplicacion.

Conclusiones

* Los conidios de Yomuraea rileyi (Nm005)
obtenidos en todos los sustratos de pro-
duccion masiva evaluados presentaron alta
actividad biocontroladora bajo condicio-
nes de laboratorio.

* La composicion del medio de cultivo afec-
té las caracteristicas microbiolégicas y de
actividad biocontroladora de Nomuraea
rileyi (NmO0O5).

* Se selecciono el sustrato soya por pro-
ducir el mayor rendimiento de conidios,
los cuales presentaron una germinaciéon
alta y ocasionaron el tiempo letal menor
sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

* El inductor proteico 1 y el polimero 1
mejoraron la velocidad de crecimiento y la
actividad biocontroladora de Nomuraea
rileyiNm0O5.

* La produccion de conidios de Yomuraea
rileyi en el medio soya suplementado con
el polimero 1 mejoré la germinaciony la
actividad biocontroladora.
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