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Resumen. En el presente trabajo se determiné el efecto de diferentes condiciones de cultivo y sustratos
potenciales inductores de virulencia sobre la germinacién, la adherencia y la hidrofobicidad de los
conidios de Metarhizium anisopliae y su relacion con la actividad biocontroladora sobre la langosta
llanera Rhammatocerus schistocercoides. El hongo se cultivé en medios liquidos y sélidos, sin suple-
mentar y suplementados con los potenciales inductores de virulencia (quitina coloidal, homogeneizado
de alas y patas de langosta y salvado de trigo). Se utilizé la cepa Mt0O04 que en trabajos previos presento
alta actividad biocontroladora y la cepa Mt0O06 que demostré baja actividad contra este insecto. Con los
conidios obtenidos a partir de los medios de cultivos mencionados, se realizé un bioensayo, encontran-
dose en todos los casos, mayor actividad biocontroladora con la cepa Mt0O04 que con la cepa Ml006. De
otra parte, en ambas cepas se observé que todos los sustratos ejercieron algun efecto sobre los parametros
evaluados. Sin embargo, la mayor mortalidad se obtuvo con los conidios provenientes del cultivo liquido
suplementado con alas y patas de langosta y con salvado de trigo, sugiriendo que estos sustratos
podrian ejercer un efecto inductor en la virulencia del hongo, si se tiene en cuenta que la germinacion,
adherencia e hidrofobicidad de los conidios producidos, también se incrementé. Los resultados obteni-
dos indican que el tipo de medio de cultivo y su composicién determinan las caracteristicas de la biomasa
producida, las cuales pueden estar relacionadas con la virulencia de la misma.
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Summary. The objective of the present work was to determine the effect of different culture conditions
and potential virulence inductor substrates in the germination, adherence and hidrophobicity of
Metarhizium anisopliae conidia and its relationship with the biocontrol activity over Rhammatocerus
schistocercoides. The fungus was cultured in liquid and solid media, supplemented or not with the
potential virulence inductors (colloidal chitin, homogenized of locust wings and legs and wheat bran).
Two M. anisopliae strains were evaluated, the isolate MtOO4 which, in previous studies, demonstrated
high activity against locust, and the isolate MtO0O6 which presented low biocontrol activity against this
insect. Produced conidia were used in a bioassay and in all cases the highest biocontrol activity was
obtained with the strain MtOO4. Evaluated substrates produced an effect over measured parameters with
both strains however, the highest mortality was obtained with conidia produced in liquid culture media
supplemented with homogenized of locust wings and legs and wheat bran, suggesting that these
substrates had a virulence inductor effect, considering that germination, adherence and hidrophobicity
of these conidia were also increased. The results indicate that the fungus culture medium determines the
characteristics of the produced biomass, which could be related to its virulence.
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Introduccion

La langosta llanera, Rhammatocerus
schistocercoides Rehn (Orthoptera:
Acrididae), es una plaga voraz que repre-
senta una seria amenaza para la agricultu-
ra y la ganaderia de los Llanos Orientales
de Colombia. Para el control de esta pla-
ga, se ha utilizado el hongo entomopa-
tégeno Metarhizium anisopliae, el cual
actua por contacto, comprendiendo su
mecanismo de accién diferentes etapas
como son la adhesion del conidio sobre la
cuticula del insecto mediada por fuerzas
hidrofébicas, cargas y produccién de sus-

tancias mucilaginosas, la germinacién de
los conidios, la penetracién de la cuticula
por accién mecanica y enzimatica, la colo-
nizacién del interior del insecto y la pro-
duccion de toxinas. La velocidad y eficiencia
con que se desarrolle cada una de estas
etapas puede determinar la virulencia del
microorganismo. El Laboratorio de Con-
trol Biolégico de Corpoica desarrollé una
formulacién a base de una cepa de este
hongo seleccionada por su actividad alta
frente a la plaga, los conidios del hongo
son producidos masivamente utilizando
un método semiartesanal en el que el
medio de cultivo utilizado es arroz. Esta

formulacién consiste en un polvo para re-
constituir en una emulsién aceite en agua.
Dentro del polvo formulado, se encuen-
tran los conidios del hongo encapsulados
con filtros solares que le brindan un 100%
de proteccion frente a la radiacion
ultravioleta (Gémez et al. 1997). Dicho
producto ha demostrado su eficiencia en
campo, alcanzando niveles de hasta 70%
de control de la plaga (Espinel 1997).

Varios estudios a nivel mundial han de-
mostrado el efecto de la composicién del
medio de cultivo sobre la virulencia de los
microorganismos (Lane y Trinci 1991). Va-
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rios componentes cuticulares de insectos
hospederos, al ser incorporados al medio
de cultivo, producen un aumento consi-
derable de la virulencia de los conidios
(Bidochka y Khachatourians 1992). Este
incremento en la actividad biocontroladora
posiblemente se debe a la activaciéon por
parte del sustrato de sistemas enzimaticos
o al aumento en la capacidad de adherirse
y germinar de los conidios de los hongos,
factores determinantes en su actividad
biocontroladora sobre el insecto. En estu-
dios realizados en el Laboratorio de Con-
trol Biolégico de Corpoica, se determind
el efecto de la composicion del medio de
cultivo de la virulencia de M. anisopliae
sobre la langosta llanera y su relacién con
la actividad de las enzimas N-acetilglu-
cosaminidasa, esterasa y quimoelastasa-
proteasa PR1. En este trabajo se observo
que los conidios provenientes de cultivo
liquido y suplementado con alas y patas
de langosta y salvado de trigo fueron mas
virulentos y presentaron mayor actividad
de las enzimas mencionadas, concluyen-
do que estos sustratos tienen un efecto
inductor de la virulencia del microorganis-
mo, el cual estuvo relacionado con la
actividad enzimatica (Villamizar 1998). Ba-
sados en esta informacién, el objetivo del
presente trabajo, realizado en el Labora-
torio de Control Biolégico de Corpoica C.I.
Tibaitata durante el ano 2000, fue el de
determinar el efecto de las condiciones de
cultivo y de algunos sustratos potenciales
inductores de virulencia sobre la actividad
de M. anisopliae y su relacién con factores
determinantes en el mecanismo de accién
de este hongo como son la germinacién,
la capacidad de adherencia e hidrofo-
bicidad de los conidios producidos, con el
fin de conocer la importancia de cada una
de estas etapas en el mecanismo de accién
y de seleccionar un sustrato econémico
que pueda ser utilizado como inductor de
virulencia para producir biomasa de cali-
dad alta.

Materiales y Métodos
Bioensayo

Los microorganismos biocontroladores
que se utilizaron en el presente estudio
fueron la cepa de Metarhizium anisopliae
Mt004 proveniente de Rionegro (Antio-
quia), aislada de Ancognatha scarabaeoi-
des Erichson (Coleoptera: Melolonthidae)
y la cepa de Metarhizium anisopliae Mt0O06
aislada del picudo del aigodonero Antho-
nomus grandis (Boheman) (Coleoptera:
Curculionidae) en Venezuela. Estas cepas
se seleccionaron para este trabajo, dado
que en estudios previos presentaron acti-
vidad biocontroladora contrastante sobre
R. schistocercoides, ya que la cepa MtOO4
produjo la mayor actividad biocontro-
ladora frente a la plaga (Espinel et al.
1998), mientras que la cepa MtOO6 pre-
sent6 un control deficiente de la langosta
llanera (Zamora 1996). Estos aislamien-
tos, se encuentran conservados en el ban-
co de cepas del Laboratorio de Control
Biolégico del Programa Nacional de Mane-

jo Integrado de Plagas de Corpoica en su
sede C.I. Tibaitata.

Para la produccién de conidios sumergi-
dos, se utiliz6 el medio liquido descrito
por Villamizar (1998), el cual fue seleccio-
nado por permitir la obtencién de conidios
bajo estas condiciones de cultivo. EI me-
dio sin suplementar y suplementado con
los sustratos potencialmente inductores
de virulencia (homogeneizado de alas y
patas de langosta y salvado de trigo), se
prepararon de acuerdo con los procedi-
mientos descritos por Villamizar (1998).
Los sustratos se adicionaron al medio li-
quido antes de su esterilizacién en una
concentraciéon del 0,40% P/V. En erlenme-
yers de 250 ml de capacidad, que conte-
nian 100 ml de cada medio de cultivo
liquido por evaluar, se inoculé 1 ml de
suspension de conidios de M. anisopliae
de las cepas Mt0O0O4 o MtOO6 ajustada a
una concentracién de 1 x 10° conidios/ml.
Posteriormente los medios se incubaron a
25°C y 155 rpm durante 10 dias.

Para separar del medio liquido los conidios
que iban a ser utilizados para el bioensayo
y en las pruebas de adherencia, hidrofo-
bicidad y germinacién, una vez terminado
el tiempo de incubacién, se filtré el medio
de cultivo a través de una muselina estéril.
El filtrado se centrifugdé a 4.000 rpm du-
rante 10 minutos, se retir6 el sobrenadante
y el sedimento se resuspendi6 en una so-
lucién de Tween 80 al 0,2% y se centrifugé
nuevamente. Este lavado se realizé dos
veces sucesivas. Los conidios se secaron
en estufa con corriente de aire a 25°C du-
rante 24 h.

Para el cultivo de M. anisopliae en medio
sélido, se utilizé arroz humedecido estéril
contenido en bolsas de polietileno de den-
sidad alta, siguiendo los procedimientos
descritos por Gémez et al. (1997). Este
medio no se suplementé con los poten-
ciales inductores de virulencia. Para pre-
parar el medio de cultivo, se humedecieron
100 g de arroz contenidos en bolsas de
polietileno de densidad alta, con 80 ml de
agua. Luego de su esterilizacion, cada bolsa
fue inoculada con 1 ml de suspension de
conidios de M. anisopliae ajustada a una
concentraciéon de 4 x 107 conidios/ml. Es-
tos medios se incubaron a 25°C durante
15 dias en presencia de luz constante.

Con el fin de obtener, a partir del medio
so6lido, los conidios que iban a ser utiliza-
dos en el bioensayo y en las pruebas de
germinacién, adherencia e hidrofobicidad,
una vez terminado el tiempo de incuba-
cién, éstos se separaron mediante un la-
vado del arroz esporulado con una
solucién de Tween 80 al 0,2%. Posterior-
mente, esta suspensién se centrifugd a
4.000 rpm durante 10 minutos. Los
conidios se secaron en estufa con corrien-
te de aire a 25°C durante 24 h.

Los conidios obtenidos después de los la-
vados, tanto de los cultivos liquidos como
de los cultivos sélidos en presencia y au-
sencia de los inductores de virulencia, se

utilizaron para preparar las suspensiones
requeridas en el desarrollo del bioensayo
empleando una solucién de Tween 80 al
0,2%. Para todos los tratamientos, la sus-
pensién de M. anisopliae fue ajustada a
una concentracién de 6x10° conidios/ml,
de manera que al aplicar 20 ul de suspen-
sién en el protérax de cada insecto, se ob-
tuvo la dosis letal 90 determinada sobre
R. schistocercoides para la cepa Mt004
determinada por Espinel (1997), que co-
rrespondié a 7 conidios por insecto.

Se inocularon 20 individuos por trata-
miento y se colocaron en una jaula dotada
de alimento y agua. Las jaulas se ubicaron
en un cuarto de incubacién a 30°C y 60%
de humedad relativa. Cada tratamiento se
realiz6 por triplicado bajo un diseno expe-
rimental completamente al azar.

Los insectos utilizados en este ensayo
fueron langostas adultas recolectadas en
campo en Carimagua (Meta). Estos se
transportaron y mantuvieron en cuarente-
na durante 6 dias antes de ser utilizados
para los bioensayos. En el ensayo se tuvo
un testigo tratado, que consisti6 en insec-
tos tratados tépicamente con una solu-
ciéon de Tween 80 al 0,2% y un testigo
absoluto en el cual no se realizé6 ninguna
manipulacién.

Diariamente se puso alimento y agua en
cada jaula y se recogieron los individuos
muertos, los cuales se colocaron en cama-
ras humedas que se incubaron a 25°C has-
ta que se observara esporulacién en los
insectos para confirmar la infeccién
fangica.

El registro de datos se realizé diariamente
hasta que el testigo absoluto llegara a un
13% de mortalidad o hasta que todos los
individuos de los tratamientos hubieran
muerto. Los resultados correspondientes
a la tasa de mortalidad acumulada se trans-
formaron en porcentajes, con éstos se cal-
culé el porcentaje de mortalidad corregida,
mediante la férmula de Abbot (Villamizar
1998):

Mc = (Mo - Mt) x 100 / (100-Mt)

donde Mo es el porcentaje de mortalidad
observado en el tratamiento y Mt es el por-
centaje de mortalidad observado en el tes-
tigo tratado.

A partir de los resultados de los bioen-
sayos, se elaboraron graficas, mediante las
cuales se extrapolaron los valores para
obtener los tiempos letales medios (TL,,)
correspondientes a cada tratamiento.

Los resultados del experimento se some-
tieron a un analisis de varianza y a una
prueba de comparaciéon de rangos multi-
ples de Duncan con una significancia de
0,05.

Prueba de germinacién. Para determi-
nar la capacidad de germinacién de los
conidios producidos segtin cada tratamien-
to, se prepard una suspension de conidios
en una solucién de Tween 80 al 0,1%, la
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cual se ajusté a una concentracion de 10°
conidios/ml y se sembraron 0,1 ml de esta
suspension en tres cajas de Petri con me-
dio Agar-Extracto de Malta. Las cajas ino-
culadas se incubaron durante 48 h a 25°C
y se procedié a cuantificar mediante ob-
servacion al microscopio, el nimero de
conidios germinados y sin germinar en 10
campos 6pticos por caja, expresando el
resultado como porcentaje de conidios
germinados.

Prueba de adherencia. Con el fin de de-
terminar la capacidad de adherencia de los
conidios producidos segiin cada tratamien-
to, se utiliz6 la metodologia descrita por
de Boucias et al. (1988). Para tal fin, fue
necesario preparar fantasmas de cuticula
de la langosta llanera tomando fragmen-
tos de protérax del insecto de 1 cm?y
colocéndolos en una solucién de dimetil-
sulféxido al 2%, que se calent6 hasta ebu-
llicién y los fragmentos se retiraron al
tornarse totalmente traslicidos. Cinco fan-
tasmas de cuticula se colocaron en 10 mi
de una suspension de conidios con una
concentracion de 107 conidios/ml y se agi-
taron a 200 rpm durante 1 h; luego se
retiraron de la suspensién y se lavaron con
agua destilada dos veces. Posteriormente,
mediante observacién al microscopio, se
cuantificé el nimero de conidios adheri-
dos en 50 campos 6pticos.

Hidrofobicidad. La hidrofobicidad de los
conidios estd directamente relacionada
con la capacidad de adherencia de los mis-
mos y se determiné siguiendo la metodo-
logia de Boucias et al. (1988). Con los
conidios producidos segun cada tratamien-
to, se prepararon suspensiones en agua
destilada, ajustadas a una concentraciéon
de 107 conidios/ml. Se tomé 1 ml de sus-
pension de conidios y se mezclé con 1 ml
de benceno (fase oleosa), esta mezcla se
agité durante 1 h a 200 rpm y posterior-
mente se mantuvo en reposo hasta la se-
paraciéon de la fases. Se realizaron tres
repeticiones por tratamiento. Posterior-
mente, se determiné la concentraciéon de
la fase acuosa mediante recuento en ca-
mara de Neubauer.

Diseno Experimental. El disefio experi-
mental utilizado para todos los ensayos
fue completamente al azar y el anélisis es-
tadistico empleado fue un andlisis de
varianza y una prueba de comparacién
multiple de Duncan con una significancia
de 0,05.

Resultados y Discusién

Cuando los conidios de las cepas Mt004 y
MtO06 de M. anisopliae, provenientes de
los medios liquidos que contenian cada
uno de los potenciales inductores de viru-
lencia se utilizaron para su aplicacion
topica sobre langostas adultas a una con-
centracién de 6 x 10° conidios/ml, para una
misma cepa, se encontraron diferentes
porcentajes de mortalidad acumulada en
los insectos, relacionados con el tipo de
inductor adicionado al medio de cultivo
(Fig. 1). En todos los casos, los porcenta-

jes obtenidos con la cepa Mt004 fueron
superiores a los ocasionados por la cepa
Mt0O06.

En este ensayo se encontraron porcenta-
jes bajos de mortalidad en los tratamien-
tos testigo, debido a que el testigo tratado
con Tween 80 presenté una mortalidad
acumulada de 13%, 15 dias después de
iniciado el bioensayo y el testigo absoluto
mostré, en este mismo tiempo, una mor-
talidad acumulada de 7,2%. Estos valores
de mortalidad en los testigos son acepta-
bles para ensayos biolégicos y se atribu-
yen a factores tales como el estrés causado
por el confinamiento de las langostas, el
cambio en su alimentacién y el efecto de
las condiciones ambientales.

Cuando la cepa Mt004, seleccionada en
trabajos previos por su alta actividad
biocontroladora, se cultivé en el medio de
cultivo liquido que contenia salvado de
trigo y homogeneizado de alas y patas de
langosta, produjo en las langostas el 100%
de mortalidad acumulada 15 dias después
de iniciado el ensayo, no presentando di-
ferencias significativas entre si, pero si con
respecto a los demés tratamientos. Cuan-
do esta cepa se cultivé sin adicién de in-
ductor al medio, la mortalidad fue del
58,1% y el tiempo letal medio fue de 13,3
dias y cuando se cultivé en medio de arroz,
la mortalidad fue del 52% con un tiempo
letal de 15,2 dias, tratamientos que no
fueron diferentes entre si.

Estos resultados indican que el salvado
de trigo y el homogeneizado de alas y
patas de langosta tienen un efecto induc-
tor de la virulencia del hongo M. aniso-
pliae, ya que ademéas de producir las

mayores mortalidades, con estos trata-
mientos se obtuvieron los menores tiem-
pos letales medios (TL,,), los cuales
fueron de 7,2 dias y de 5,8 dias, respecti-
vamente (Tabla 1). El aumento en la acti-
vidad biocontroladora encontrada en el
presente trabajo, cuando el hongo se cul-
tivd en presencia de alas y patas de lan-
gosta, estuvo relacionado con el aumento
en la virulencia senalado en Beauveria
bassiana por Bidochka y Khachatourians
(1992), quienes cultivaron el hongo en
presencia de componentes cuticulares de
su hospedero Melanoplus sanguinipes y
obtuvieron mayor actividad biolégica con
la biomasa producida. De otra parte, el
salvado de trigo ha sido senalado como
un inductor de enzimas, tales como
glucanasas, quitinasas y celulasas (Tho-
nart et al. 1991) y teniendo en cuenta
que la produccién de estas enzimas pue-
de ser concomitante con la produccién
de otras que se encuentran en la mem-
brana celular, se podria pensar que en pre-
sencia de salvado, ademas de las enzimas
mencionadas, se podria haber inducido
la produccién de otras que juegan un
papel importante en la actividad contra el
insecto.

Cuando se evalué la actividad biocontro-
ladora de la cepa Mt0O06, cultivada en me-
dios liquidos que contenian los potenciales
inductores de virulencia, se encontré en
todos los casos, significativamente menor
mortalidad en las langostas que la encon-
trada con la cepa Mt004 (Fig. 1). Este re-
sultado esta relacionado con lo registrado
por Espinel (1997) y por Zamora (1996),
quienes demostraron que las cepas Mt004
y MtOO06 tenian respectivamente alta y baja
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Figura 1. Efecto biocontrolador sobre Rhammatocerus schistocercoides de las cepas Mt004
y Mt0O06 de Metarhizium anisopliae multiplicadas en medio liquido y sélido suplementados
con diferentes potenciales inductores de virulencia.
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Tabla 1. Efecto biocontrolador sobre Rhammatocerus schistocercoides de las cepas Mt004
y Mt006 de Metarhizium anisopliae multiplicadas en medio liquido y s6lido suplementados
con diferentes potenciales inductores de virulencia

Tratamiento Tiempos Letales Medios - LT, (dias)
Cepa Mt004 Cepa Mt006
Medio liquido suplementado con alas
y patas de langosta 7.2 11,8
Medio liquido suplementado
| con salvado de trigo 5,8 12,4
Medio liquido sin suplementar 13,3 -
l Arroz 15,2 -

(-) Tratamientos en los que no se alcanzé el 50% de mortalidad

actividad biocontroladora contra R.
schistocercoides.

Al inocular langostas con la cepa Mt0O06,
no se alcanzé el 100% de mortalidad acu-
mulada con ninguno de los tratamientos
después de 15 dias de iniciado el ensayo,
lo cual confirma que dicho aislamiento es
poco eficiente para el control de este in-
secto. La mayor actividad biocontroladora
se obtuvo cuando la cepa MtO06 creci6 en
medio liquido en presencia de alas y patas
de langosta, obteniéndose un TL, de 11
dias y una mortalidad acumulada a los 15
dias de iniciado el ensayo de 69,2%. Esta
actividad biocontroladora no fue significa-
tivamente diferente de la observada con
conidios provenientes del medio liquido
suplementado con salvado de trigo. En
este caso, se obtuvo un porcentaje de
mortalidad acumulada del 65,3% y un TL,,
de 12,4 dias. Resultados que fueron sig-
nificativamente diferentes del obtenido con
los conidios producidos en el medio liqui-
do sin suplementar, lo cual indicaria que
el salvado de trigo y el homogeneizado de
alas y patas de langosta tienen un efecto
inductor sobre la virulencia de este aisla-
miento de M. anisopliae.

Los conidios del aislamiento MtOO6 produ-
“cidos en los medios liquidos sin inductor,
presentaron una actividad biocontroladora
significativamente menor que los obtenidos
en los medios suplementados, siendo ésta
equivalente a una mortalidad del 38% a los
15 dias después de iniciado el ensayo.

Cuando el sustrato de crecimiento del hon-
go fue arroz, la mortalidad observada en las
langostas fue inferior a la obtenida cuando
éste fue cultivado en medios liquidos para
las dos cepas en todos los tratamientos.

Para una misma cepa se observaron dife-
rencias significativas entre la actividad
biocontroladora de los conidios produci-
dos en medio liquido y los producidos en
medio soélido; siendo los conidios mas vi-
rulentos cuando el microorganismo se cul-
tivd en medio liquido, posiblemente
porque la produccién sumergida de
conidios mejora alguno de los factores
determinantes en la actividad biologica del
hongo entomopatégeno.

Los resultados de mortalidad obtenidos
en las langostas, confirmaron la poca efi-

ciencia biocontroladora del aislamiento
MtO06 de M. anisopliae sobre R. schisto-
cercoides. Dicho aislamiento mostr6 ser
menos virulento que la cepa Mt004, a pe-
sar de que ambas pertenecen a la misma
especie de hongo entomopatégeno. Esta
diferencia se podria atribuir a diferencias
genéticas entre las cepas, las cuales esta-
rian directamente relacionadas con la pro-
duccién de enzimas y de toxinas. Dichas
diferencias ademas, podrian deberse a fac-
tores climaticos, estructurales, espaciales
y genéticos de los insectos hospederos,
factores que pueden producir cambios fi-
siolégicos o genéticos de estos micro-
organismos, incidiendo en la reduccién de
la patogenicidad de los aislamientos. Las
diferencias en patogenicidad de las dos
cepas también podrian atribuirse a dife-
rencias en la capacidad de adhesion de
los conidios sobre la cuticula del hospe-
dero, debido a que éste es el primer paso
en el proceso de infeccion y se ve afectado
por factores como interacciones estereo-
quimicas entre anticuerpos de la cuticula

del insecto y glucoproteinas de la mem-
brana celular de los conidios, fuerzas de
Van der Waals de la pelicula de agua de
ambas y produccién de mucilagos (Lezama
1994).

Independientemente de la cepa utilizada
o del tipo de medio de cultivo utilizado
(liguido o sélido), los mayores niveles de
control se obtuvieron en todos los casos
por los conidios producidos en presencia
de alas y patas de langosta y de salvado de
trigo, lo que sugiere que estos suplemen-
tos actiian como inductores de la virulen-
cia de M. anisopliae sobre la langosta
llanera R. schistocercoides.

En cuanto a la germinacién de los conidios
producidos bajo las diferentes condiciones
de cultivo, se observé la misma tendencia
obtenida en el bioensayo. Los porcentajes
de germinacién de la cepa eficiente Mt0OO4
fueron significativamente superiores a los
obtenidos para la cepa MtOO6 con cada
medio de cultivo, lo cual estuvo relaciona-
do con las diferencias en la actividad
biocontroladora de los dos aislamientos,
ya que la cepa Mt0O04 produjo mayores por-
centajes de mortalidad con respecto a la
cepa Mt0O06. Estos resultados indican que
la germinacién es determinante en el me-
canismo de acciéon, debido a que sélo aque-
llos conidios que germinan son capaces de
infectar al insecto.

Para las dos cepas se obtuvieron los por-
centajes mayores de germinacion cuando
los conidios se produjeron en medio li-
quido suplementado con alas y patas de
langosta (92% para la cepa Mt004 y 66%
para la cepa Mt0O06) y salvado de trigo
(89% para la cepa MtOO4 y 61% para la
cepa Mt006) (Fig. 2), tratamientos que para
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Lig. Alas y patas
OLig. Sin inductor

Figura 2. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la capacidad de germinacién de los
conidios de las cepas Mt004 y Mt0O06 de Metarhizium anisopliae.
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cada aislamiento no presentaron diferen-
cias entre si pero si entre éstos y los conidios
cultivados en medio liquido sin suplemen-
tar (66 y 43% para las cepas MtO04 y
Mt006, respectivamente) y de los cultiva-
dos en arroz (70 y 48% para las cepas
Mt004 y MtOO6, respectivamente). Este re-
sultado sugiere que estos sustratos tienen
un efecto inductor de la germinacién de
los conidios de M. anisopliae, el cual pue-
de estar relacionado con la actividad
biocontroladora del micrcorganismo. Es-
tos resultados concuerdan con lo determi-
nado por Inyang et al. (1999) e Ibrahim et
al. (1999), quienes obtuvieron una mayor
actividad biocontroladora de M. anisopliae
con conidios con porcentajes altos de
germinacién al compararlos con otros con
menor capacidad para germinar, conclu-
yendo que la germinacién de los conidios
es una etapa fundamental en el mecanis-
mo de accién de este hongo.

Al evaluar la capacidad de adherencia de
los conidios producidos en las diferentes
condiciones de cultivo, se observdé que
los conidios con mayor y significa-
tivamente diferente capacidad de adhe-
sién para las dos cepas fueron aquellos
producidos en medio sélido con respecto
a los cultivados en medio liquido, lo que
indica que los conidios producidos en
superficie tienen caracteristicas que les
permiten adherirse mejor a la cuticula del
insecto, tales como un mayor caracter
hidrofébico por no haber sido produci-
dos eri un medio acuoso o una mayor pro-
duccién de mucilago, que facilita que las
esporas se peguen en la superficie de la
cuticula o la generacién de cargas o
antigenos de superficie que mejoran la
interaccion conidio-insecto.

Para las dos cepas, los conidios que pre-
sentaron la mayor adhesién a los fantas-
mas de cuticula fueron para los dos
aislamientos, aquellos producidos en el
medio sélido de arroz (686 conidios/cam-
po para la cepa Mt004 y 358 conidios/cam-
po para la cepa Mt006), tratamientos que
fueron significativamente diferentes entre
éstos y los demas. Los conidios produci-
dos en arroz fueron los que en el bioensayo
produjeron las mortalidades menores para
los dos aislamientos, lo que sugeriria que
no existe una relacién directa entre la ca-
pacidad de adhesién y la virulencia del
hongo o que existen otros factores mas
importantes en el mecanismo de accion.
La segunda adherencia mayor con las dos
cepas, la presentaron los conidios produ-
cidos en medio liquido suplementado con
alas y patas de langosta, siendo ésta de
147 conidios por campo para la cepa
Mt0O4 y de 112 conidios/campo para la
cepa MtOO6 (Fig. 3), tratamientos que no
fueron estadisticamente diferentes entre
si, pero si lo fueron de los tratamientos
restantes.

Los resultados indican que la adherencia
no es determinante en el mecanismo de
accion de M. anisopliae, confirmando los
resultados de Boucias et al. (1988), quie-
nes demostraron que dicho factor no es

especifico y que los conidios de M. aniso-
pliae y Beauveria bassiana se adhieren de
igual forma a insectos hospederos y no
hospederos.

Al evaluar la hidrofobicidad de los conidios
producidos bajo las diferentes condicio-
nes de cultivo, se observé un comporta-
miento similar al obtenido en la prueba
de adherencia, confirmando la relacién

que existe entre estos dos factores. Para
las dos cepas, los conidios con caracter
hidrofébico significativamente mayor fue-
ron aquellos provenientes del cultivo en
arroz, tratamientos que no fueron signi-
ficativamente diferentes entre si (Fig. 4).
Dichos conidios presentaron también la
mayor capacidad de adhesién, posiblemen-
te porque la cuticula del insecto tiene tam-
bién un caracter hidrofébico debido a que

Conidios/campo

Mt006

M Arroz
A Liquido salvado

Lig. Alas y patas
O Liqg. Sin inductor

Figura 3. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la capacidad de adherencia de los
conidios de las cepas Mt004 y Mt0O06 de Metarhizium anisopliae.
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Figura 4. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la hidrofobicidad de los conidios de las
cepas Mt004 y MtOO6 de Metarhizium anisopliae.
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se encuentra recubierta por acidos grasos
y esteroles, generando una interaccion
hidrofébica entre las dos estructuras. Los
conidios con caracter hidrofébico menor
para las dos cepas, fueron aquellos culti-
vados en medio liquido, no observandose
diferencias dentro de cada aislamiento
entre los conidios provenientes del medio
liquido sin suplementar y suplementado
con los potenciales inductores de virulen-
cia, lo que sugiere que estos sustratos no
afectaron la hidrofobicidad de los conidios
producidos. La menor hidrofobicidad pre-
sentada cuando el hongo se cultivd en
medio liquido, posiblemente se deba a que
en este caso los conidios se producen su-
mergidos dentro de un medio acuoso, fac-
tor que induce un caracter hidréfilo en la
superficie de las estructuras producidas.

Los resultados del trabajo permitieron de-
mostrar, que las condiciones de cultivo del
microorganismo determinan su actividad
biocontroladora, la cual podria deberse a
cambios en la virulencia que depende de
un sistema complejo de pasos involucrados
en el mecanismo de accién.

Conclusiones

¢ El tipo y composicién del medio de culti-
vo son determinantes en las caracteristi-
cas de los conidios producidos como:
hidrofobicidad, germinacién, adherencia
y actividad biocontroladora.

* La adherencia de los conidios depende
de la hidrofobicidad de los mismos.

* Los conidios producidos en medio liqui-
do presentaron mayor capacidad de
germinaciéon y mayor control de la langos-
ta llanera.

* Los conidios producidos en presencia de
salvado de trigo y homogeneizado de alas

y patas de langosta fueron mas eficientes
en el control de la plaga.

* La inclusién de salvado de trigo en los
medios de cultivo es una alternativa
promisoria para la produccién de biomasa
altamente virulenta.

Literatura citada

BIDOCHKA, M.; KHACHATOURIANS, G. 1992.
Growth of the entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana on cuticular com-
ponents from the migratory grasshopper,
Melanomus sanguinipes. Journal of
Invertebrate Pathology 59: 165-173.

BOUCIAS, D.; PENDLAND, J.; LATGE, J. 1988.
Nonspecific factors involved in attachment
of entomopathogenic Deuteromycetes to
host insect cuticle. Applied and Environ-
mental Microbiology 54 (7): 1795-1805.

ESPINEL, C. 1997. Evaluacién en laboratorio
y campo de cepas nativas de Metarhizium
anisopliae para el control biolégico de la
langosta llanera Rhammatocerus schisto-
cercoides. Trabajo de grado (Bidlogo).
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota,
115 p.

ESPINEL, C.; EBRATT, E.; COTES, A. 1998. Eva-
luacién de cepas nativas de Metarhizium
anisopliae para el control biolégico de
Rhammatocerus schistocercoides. Revista
Colombiana de Entomologia 24 (1-2): 1-6.

GOMEZ, M.; VILLAMIZAR, L.; COTES, A. 1997.
Estudio tecnolégico para produccién ma-
siva y preformulacién del hongo entomo-
patégeno Metarhizium spp. para el control
biolégico de la langosta de los Llanos
Orientales. Revista Colombiana de Ento-
mologia 23 (3-4): 119-124.

IBRAHIM, L.; BUTT, T.; BECKETT, A.; CLARK, S.
1999. The germination of oil-formulated
conidia of the insect pathogen, Metar-
hizium anisopliae. Mycological Research
103 (7): 901-907.

INYANG, E.; BUTT, T.; DOUGHTY, K.; TODD, A.;
ARCHER, S. 1999. The effect of isothiocya-
nates on the growth of Metarhizium
anisopliae and its infection of the mustard
beetle. Mycological Research 103 (8): 974-
980.

LANE, B.; TRINCI, A. 1991. Influence of cultu-
ral conditions on the virulence of conidia
and blastospores of Beauveria bassiana
to the green leafhopper, Nephotettix
virescens. Mycological Research 95 (7):
829-833.

LEZAMA, R. 1994. Patogenicidad de hongos
parasitos de insectos. ler. Seminario de
Patologia. Facultad de Ciencias. Biologia
Aplicada. Universidad de Colima. México.
p. 47-69.

THONART, P; COTES, A.; CAMPOS, D.; RO-
BLAIN, D.; LEPOIVRE, P. 1991. Modeling
of uses of microorganism in the degra-
dation of natural polymers. Production
and utilization of lignocellulosic. Edito-
rial G.C. Galletti, Gembloux, Belgium, p.
79-89.

VILLAMIZAR, L. 1998. Efecto de la composi-
cién del medio de cultivo en la virulencia
de Metarhizium anisopliae sobre la lan-
gosta llanera Rhammatocerus schisto-
cercoides. Tesis (M. Sc. Microbiologia).
Universidad Nacional de Colombia,
Bogota. 125 p.

ZAMORA, R. 1996. Evaluacién de los hongos
entomopatégenos Metarhizium anisopliae
(Metschnikov) y Metarhizium flavoviridae
(Gams y Rozsypal), bajo condiciones de
laboratorio, para el control de la Langosta
Sudamericana (Rhammatocerus schisto-
cercoides, Rehn). Trabajo de grado (Bi6-
logo). Universidad de Los Andes, Bogota.
110 p.

Recibido: Jun. 30 /2002
Aceptado: Ene. 26 / 2003



