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Resumen. La langosta llanera, Rhammatocerus schistocercoides (Rehn), representa una seria amenaza
para la agricultura y la ganaderia de los Llanos Orientales de Colombia. Una cepa nativa del hongo
entomopatdégeno Metarhizium anisopliae, producida en arroz y formulada, ha sido utilizada con éxito en
el control de este insecto bajo condiciones de campo. Diversos estudios han demostrado una relacién
entre la virulencia de M. anisopliae, la composicién del medio de cultivo y la actividad de algunas enzimas
implicadas en el proceso de infecciéon de los entomopatégenos. Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue el de determinar la relacién existente entre la virulencia de M. anisopliae cultivado en presen-
cia de diferentes inductores potenciales de virulencia sobre R. schistocercoides y la actividad de las
enzimas quimoelastasa proteasa PR1, N-acetilglucosaminidasa y B-esterasa, presentes en los conidios.
Para tal fin, el hongo se cultivd en medios liquidos y sélidos estandarizados previamente y suplementa-
dos con los inductores potenciales de virulencia (quitina coloidal, micelio muerto de Aspergillus niger y
Rhizoctonia solani, homogeneizado de alas y patas de langosta, salvado de trigo). Las cepas utilizadas
fueron la MtOO4 que mostrd, en ensayos previos, una patogenicidad alta sobre la langosta llanera y la
cepa Mt006 que presenté actividad baja. Con los conidios obtenidos a partir de los medios liquidos y
sélidos se desarrollé un bioensayo, encontrdndose diferencias significativas entre los tiempos letales
medios obtenidos con cada tratamiento(TL,,), debido a que en todos los casos, los TL,, obtenidos con
la cepa MtOO6 fueron inferiores a los TL,, de las langostas inoculadas con la cepa Mt004. Para las dos
cepas, la actividad patogénica mayor se obtuvo con los conidios provenientes del cultivo liquido suple-
mentado con alas y patas de langosta y salvado de trigo, siendo éstos para la cepa Mt004 de 5,8 dias y
de 7,2 dias, respectivamente y para la cepa Mt0O06 de 11 dias y 12 dias, respectivamente. Este resultado
indica que estos sustratos podrian ejercer un efecto inductor en la virulencia del hongo. La actividad
patogénica de las cepas también mostré estar relacionada con la actividad de las enzimas evaluadas,
debido a que ésta fue mayor cuando el cultivo se hizo en medio liquido y cuando el medio se suplement6
con alas y patas de langosta y salvado de trigo. Al correlacionar los resultados de mortalidad acumulada
corregida producida en las langostas con las dos cepas cultivadas en presencia de los diferentes inductores
potenciales de virulencia y la actividad de las enzimas, se encontré una correlacién entre la actividad de
la quimoelastasa proteasa PR1 presente en los conidios y la virulencia de las cepas sobre la langosta
llanera, sugiriendo que esta enzima esta relacionada directamente con la virulencia del hongo.

Palabras clave: Inductores de virulencia. Metarhizium anisopliae. Rhammatocerus schistocercoides.
Control biolégico. Proteasa PR1. Esterasa. N-acetilglucosaminidasa.

Summary. Llanera locust, Rhammatocerus schistocercoides (Rehn), represents a serious threat for
agriculture and livestock in the Eastern savannas of Colombia. A native isolate of the entomopathogenic
fungi Metarhizium anisopliae, grown in rice and formulated, has been successfully used for locust control
under field conditions. The effect of the culture medium over fungi virulence has been reported in the
scientific literature. The objective of the present work was to evaluate the effect of some potential virulence
inductors over biological and enzymatic activity of the M. anisopliae conidia. For this purpose, the isolate
MtOO4 previously selected by its high virulence against R. schistocercoides and the isolate Mt0O06 of M.
anisopliae which presented the lowest biocontrol activity, were grown in a shaken liquid medium and in
solid medium containing different potential virulence inductors (colloidal chitin, locust wings and legs,
wheat bran, Rhizoctonia solani dead mycelia and Aspergillus niger dead mycelia). Conidia produced in
presence of virulence inductors were evaluated under laboratory conditions, against adult locust. The
maximum mortality in locust was caused when the fungi was grown in liquid medium supplemented with
an homogenized powder of locust wings and legs, this strain presented a lethal time 50 (LT,;) of 11 days
and 70% of total mortality, 15 days after treatment. Otherwise, MtOO4 isolate presented the highest
biocontrol activity when the fungi was grown in liquid medium supplemented with both homogenized
powder of locust wings and legs and wheat bran. This strain presented a LT, of 5,8 days and 7,2 days
respectively and a total mortality of 100% and 100% respectively, 13 and 14 days after treatment. This
result suggest that these substrates have a virulence induction effect. Enzymatic activity was higher when
the culture was made in liquid medium than solid medium and when it was supplemented with
homogenized powder of locust wings and legs and wheat bran. The biological activity presented a direct
relation with the protease activity of PR1. The found results let conclude that this enzyme is directly
related with fungus virulence.

Key words: Virulence inductors. Metarhizium anisopliae. Rhammatocerus schistocercoides. Biological
control. Protease PR1. Esterase. N-acetilglucosaminidase.
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Introduccion

En el ano 1994 en la Orinoquia colombia-
na se observé un incremento alarmante
de la poblacién de langostas, las cuales
fueron identificadas como Rhammatocerus
schistocercoides (Rehn 1906). Esta plaga
se encuentra distribuida en los ecosistemas
tropicales conocidos como sabanas, que
estan localizados en el interior del conti-
nente (Leén 1996).

Los registros actuales han mostrado da-
nos en praderas nativas y pastos me-
jorados. Sin embargo, se considera que
esta plaga tiene la potencialidad para con-
sumir cultivos como arroz, maiz, sorgo y
soya (Leén 1996). Aunque en estos mo-
mentos la plaga se encuentra concentrada
en el departamento del Vichada, es una
amenaza potencial para la agricultura y la
ganaderia de los Llanos orientales de Co-
lombia.

Para su control, Corpoica desarrollé una
formulacién a base de Metarhizium
anisopliae, para la cual, la biomasa es pro-
ducida masivamente utilizando un méto-
do semiartesanal de multiplicacién en
arroz. La formulacién consiste en un polvo
para reconstituir en una emulsién aceite
en agua. Dentro del polvo formulado, se
encuentran los conidios del hongo
encapsulados con filtros solares que le brin-
dan un 100% de proteccién frente a la ra-
diacién ultravioleta (Gémez y Villamizar
1996). Dicho producto ha demostrado su
eficiencia en,campo en Carimagua (Meta),
alcanzando niveles de hasta el 70% de con-
trol de la plaga (Espinel 1998).

Varios componentes cuticulares de insec-
tos hospederos, al ser incorporados al
medio de cultivo, producen un aumento
considerable de la virulencia de los
conidios (Bidocha y Khachatourians 1992).
Este incremento en la actividad patogénica
posiblemente se debe a la activacién por
parte del sustrato de sistemas enzimaticos
en los hongos, los cuales son determinan-
tes en su patogenicidad, por lo que se hace
necesario buscar inductores de virulencia
que ademas permitan conocer mejor el
mecanismo de accién de los hongos ento-
mopatégenos

Materiales y Métodos

Los entomopatégenos que se utilizaron
fueron la cepa de Metarhizium anisopliae
Mt004 proveniente de Rionegro (Antio-
quia), aislada de Ancognata scarabaeoides
(Ericshon) y la cepa de M. anisopliae MtOO6
aislada de Anthonornus sp. en Venezuela.
Estas cepas se seleccionaron para este tra-
bajo, dado que en estudios previos mos-
traron diferencias contrastantes en la
virulencia sobre R. schistocercoides; es asi
como la cepa MtOO4 tuvo la actividad
patogénica mayor frente a la plaga (Espinel
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

Biologico del Programa Nacional de Ma-
nejo Integrado de Plagas de Corpoica en
su sede C.I. Tibaitata.

Para la produccién de conidios sumergi-
dos se utilizé un medio liquido indicado
por Villamizar (1998), el cual fue seleccio-
nado por permitir la obtencién de conidios
bajo estas condiciones de cultivo. Los me-
dios se suplementaron con los sustratos
potencialmente inductores de virulencia
(quitina coloidal, homogeneizado de alas
y patas de langosta, salvado de trigo,
micelio muerto de Rhizoctonia solani y
micelio muerto de Aspergillus niger), és-
tos se prepararon de acuerdo con los pro-
cedimientos descritos por Villamizar
(1998) y fueron adicionados al medio li-
quido seleccionado, antes de su esterili-
zacién en una concentracion de 0.40%.
En erlenmeyers de 250 ml de capacidad
que contenian 100 ml de cada medio de
cultivo liquido a evaluar, se inoculé 1 ml
de suspensién de conidios de M.
anisopliae de las cepas Mt004 o MtO0O6
ajustada a 1 x 10° conidios/ml. Los me-
dios se incubaron a 25°C y 155 rpm du-
rante 10 dias.

Para separar del medio liquido los conidios
que iban a ser utilizados para el bioensayo
y en las pruebas enzimaticas, se filtré el
medio de cultivo a través de una muselina
estéril. El filtrado se centrifugé a 4000 rpm
durante 10 minutos, se retiré el sobre-
nadante y el sedimento se resuspendi6 en
una solucién de Tween 80 a 0.2% y se
centrifugd nuevamente. Este lavado se rea-
liz6 dos veces sucesivas. Los conidios se
secaron en estufa con corriente de aire a
25°C durante 24 horas.

Para el cultivo de M. Anisopliae, en medio
sdélido, se utilizé arroz humedecido estéril
contenido en bolsas de polietileno de den-
sidad alta, siguiendo los procedimientos
descritos por Gémez y Villamizar (1996).
Este medio fue suplementado con los
inductores de virulencia. Cada sustrato fue
adicionado en forma de polvo al medio de
arroz antes de su esterilizacién en una con-
centracién de 0.4% en peso. Para preparar
el medio de cultivo, se introdujeron 100 g
de arroz, 80 ml de agua y 0.4 g de induc-
tor en cada bolsa. Las bolsas estériles se
inocularon con 1ml de suspensién 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 separar los conidios del me-
dio sdlido, una vez terminado el tiempo
de incubacién, se realiz6 un lavado del
arroz esporulado con una solucién de
Tween 80 a 0,2%. Posteriormente, esta
suspension se centrifugé a 4000 rpm, du-
rante 10 minutos. Los conidios se secaron
en estufa con corriente de aire a 25°C du-
rante 24 horas.

Los conidios obtenidos, tanto de los culti-
vos liquidos como de los cultivos sélidos,
se utilizaron para preparar las suspensio-
nes requeridas en el desarrollo del

bioensayo utilizando una solucién de
Tween 80 a 0.2%. Para todos los trata-
mientos la suspension de M. anisopliae se
ajusté a una concentraciéon de 6 x 10°
conidios/ml, de manera que al aplicar 20
ul de suspension por insecto se ajusté la
dosis letal 90 determinada sobre R.
schistocercoides para la cepa Mt0O04 por
Espinel (1998), que correspondié a 7 coni-
dios por insecto.

Como controles positivos para los medios
liquidos y sélidos se utilizaron respectiva-
mente los conidios del hongo producidos
en medio liquido y en arroz sin inductores
de virulencia.

Los insectos utilizados en este ensayo, fue-
ron langostas adultas recolectadas en cam-
po en Carimagua (Meta). Estos fueron
transportados y mantenidos en cuaren-
tena durante 6 dias antes de ser utilizados
para los bioensayos. En el ensayo se tuvo
un testigo tratado, que consisti6é en in-
sectos tratados tépicamente con una so-
lucién de Tween 80 a 0.2% y un testigo
absoluto en el cual no se realizé ningin
tratamiernito de los individuos.

La aplicaciéon del hongo a los insectos se
hizo en forma tépica, colocando 20 pul de
la suspension del hongo sobre el protérax
de cada insecto. Se inocularon 20 indivi-
duos por tratamiento y se colocaron en
una jaula dotada de alimento y agua. Las
jaulas se ubicaron en un cuarto de
incubacion a 30°C y 60% de humedad re-
lativa. Cada tratamiento conté con tres re-
peticiones ubicadas bajo un diseno
experimental completamente al azar, la
unidad experimental fue una jaula con 20
individuos y la unidad de muestreo fue un
insecto muerto.

Diariamente se colocé alimento (pasto
kikuyo) y agua en cada jaula y se recogie-
ron los individuos muertos, los cuales se
situaron en camaras hiimedas que se in-
cubaron a 25°C hasta que se observara
esporulacién, 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 transforma-
ron en porcentajes y posteriormente se
calcul6 el porcentaje de mortalidad corre-
gida, mediante la formula de Abbot (CIBA-
GEIGQY 1978):

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 determinaron los tiempos letales
medios (TL,;) correspondientes a cada tra-
tamiento.
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Los resultados del experimento se some-
tieron a un analisis de varianza y una prue-
ba de comparacién de rangos muiltiples
de Duncan.

Para los ensayos de cuantificacion de la
actividad enzimatica se utilizaron conidios
producidos de la misma forma que los uti-
lizados en los biensayos. A partir de ellos,
se hizo un extracto enzimatico con solu-
cién de Tween 80 a 2% tamponada a pH 7,
siguiendo los procedimientos descritos
por St Leger et al. (1991).

La cuantificacién de la quitinasa N-
acetilglucosaminidasa (NAGasa) se realizé
segun lo recomendado por St Leger et al.
(1986). A cada 0.2 ml de extracto
enzimatico, se le adicioné 1ml de p-
nitrofenil-N-acetilglucosaminida (1mg/ml
amortiguado a pH 5 con tampén de
citratos 0,1M). Esta mezcla se incub6 a 35°C
por 30 minutos. Finalizado el tiempo de
incubacioén, se adicion6 1,5 ml de NH,OH
1N con EDTA disédico en una concentra-
cién equivalente a 2 mM. Se ley6 la
absorbancia en espectrofotémetro a 400
nm, estos resultados se extrapolaron en
una curva de calibracién de absorbancia
versus concentracion de p-nitrofenol y los
resultados se expresaron en pmoles de p-
nitrofenol liberadas por miligramo de
conidio.

La cuantificacién de la actividad de la
quimoelastasa proteasa PR1 se realiz6 si-
guiendo los procedimientos recomendados
por St Leger et al. (1986). A partir de los
extractos de conidios, se tomaron 0,2 ml
del sustrato 1mM succinil-ala-ala-propil-
fenialanina-p-nitroanilida disuelto en
dimetilsulféxido a los que se les adiciona-
ron 0,2 ml de extracto enzimatico, 2,5 ml
de solucién tampén Tris-HCI (2mM, pH =
8), el cual contenia KCI en una concentra-
cién equivalente a 0,3 M. Inmediatamente
después se ley6 la absorbancia de esta mez-
cla en espectrofotémetro a 410 nm. Los
resultados se extrapolaron en una curva de
calibracién de absorbancia versus concen-
tracion de p-nitroanilina y los resultados se
expresaron en pmoles de p-nitroanilina li-
beradas por miligramo de conidio.

La determinacion de la actividad esterasa
se hizo de acuerdo con las recomendacio-
nes de St Leger et al. (1986a). La reaccién
enzimatica se llevé a cabo tomando 0.2 ml

de extracto enzimatico y adicionandoles 1
ml de p-nitrofenil-caprilato (1mg/ml en
dimetilsulféxido). Esta mezcla se incub6 a
35°C durante 30 minutos. Posteriormen-
te, se adicionaron 1,5 ml de NH,OH 1N con
EDTA disédico en una concentracién equi-
valente a 2 mM. Se ley6 la absorbancia en
espectrofotémetro a 400 nm. La actividad
enzimatica se determiné extrapolando la
absorbancia obtenida en una curva de ca-
libracion de absorbancia versus concen-
tracién de p-nitrofenol y los resultados se
expresaron en pmoles de p-nitrofenol li-
beradas por miligramo de conidio.

Para todas las determinaciones de la acti-
vidad enzimatica correspondiente a
NAGasa, esterasa y PR1 se cultivé M.
anisopliae en presencia de los sustratos
seleccionados por duplicado y a partir de
cada uno de los cultivos se tomaron tres
muestras de conidios; con cada una de ellas
se realizaron los extractos a partir de los
cuales se hizo la determinacién de activi-
dad enzimatica. Los 6 valores obtenidos
para cada tratamiento se promediaron y
sometieron a un analisis de varianza con
un a=0.05 y las diferencias significativas
entre tratamientos se determinaron utili-
zando la prueba de comparaciéon multiple
de Duncan.
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Resultados y Discusion

Cuando los conidios correspondientes a
las cepas Mt004 y Mt0O06 de M. anisopliae,
provenientes de los medios liquidos que
contenian cada uno de los potenciales
inductores de virulencia, se utilizaron para
su aplicacion tépica sobre langostas adul-
tas a una concentracién de 6 x 10°
conidios/ml, se encontraron para una mis-
ma cepa diferentes porcentajes de morta-
lidad acumulada en los insectos,
relacionados con el tipo de inductor adi-
cionado al medio de cultivo. En todos los
casos, siendo inferiores los ocasionados
por la cepa Mt006 (Tabla 1; Fig. 1).

En este ensayo, en los insectos testigo se
encontraron porcentajes de mortalidad
bajos, debido a que el testigo tratado pre-
senté una mortalidad acumulada de 13%,
15 dias después de iniciado el bioensayo
y el testigo absoluto presenté en este mis-
mo tiempo una mortalidad acumulada de
7.2%. Estos valores de mortalidad en los
testigos son aceptables para ensayos bio-
légicos y se atribuyen a factores tales
como el ‘stress” causado por el confina-
miento de las langostas, el cambio en su
alimentacién y el efecto de las condicio-
nes ambientales.

100

80

% de mortalidad acumulada corregida

Medio liquido Mt004

Medio sélido Mt004

Medio liquido Mt006

C Alas y patas de langasta

B Salvado de trigo

| M Quitina coloidal
| Micelio muerto de

Micelio Aspergillus niger

B Micelio muerto de
Rhizoctonia solani

M Medio sin inductor

1 N Control tratado
|
|

W Control absoluto

Medio sélido Mt006

*Los resultados seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba estadistica de

Duncan.

Figura 1. Actividad patogénica de dos cepas de M. anisopliae cultivados en medio liquido
y s6lido en presencia de varios potenciales inductores de virulencia.

Tabla 1. Tiempos letales medios (TL,,) obtenidos en el control de Rhammatocerus schistocercoides con dos cepas de Metarhizium
anisopliae multiplicadas en medios liquidos y sélidos suplementados con diferentes potenciales inductores de virulencia

CEPA Mt004 Mt006
MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO T SOLIDO LIQUIDO [ soLmo

MICELIO MUERTO DE Aspergillus niger 8.2b l4c 11.8¢c -
MICELIO MUERTO DE Rhizoctonia solani 8.8b 15d - -
QUITINA COLOIDAL 9.6b 15d - -
SALVADO DE TRIGO 7.2a 12.9¢ 12.4¢ -
HOMOGENEIZADO DE ALAS Y PATAS DE LANGOSTA 5.%a 10.8¢c l1c -
Rhammatocerus schistocercoides

MEDIO LIQUIDO SIN INDUCTOR 13.3¢ 15.2d - -
CONTROL TRATADO - - - -
CONTROL ABSOLUTO - - - -

*Los resultados seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas segin la prueba estadistica de Duncan
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Cuando la cepa Mt0O04, seleccionada en
trabajos previos por su actividad
patogénica alta fue cultivada en el medio
de cultivo liquido que contenia salvado de
trigo y homogeneizado de alas y patas de
langosta, produjo el 100% de mortalidad
acumulada 15 dias después de iniciado el
ensayo, no presentando diferencias signi-
ficativas entre si, pero si con respecto a
todos los demas tratamientos. El efecto
biocontrolador obtenido con los conidios
producidos en presencia de micelio muer-
to de A. niger, de micelio muerto de R.
solani y de quitina coloidal fue signi-
ficativamente menor que el obtenido con
la biomasa multiplicada en presencia de
salvado de trigo y de homogeneizado de
alas y patas de iangosta, pero superior y
significativamente diferente al obtenido
con el in6culo proveniente del cultivo sin
inductores, indicando que todos los
sustratos evaluados, aunque en diferente
medida, ejercen un efecto inductor de la
virulencia. Cuando esta cepa se cultivd en
medios suplementados con micelio muer-
to de Aspergillus niger, produjo una mor-
talidad de 80.7%, cuando se cultivé en
presencia de micelio muerto de Rhizoc-
tonia solani, la mortalidad obtenida fue
de 73% y cuando se cultivd en presencia
de quitina coloidal se produjo una morta-
lidad de 77%, tratamientos que no fueron
significativamente diferentes entre si, pero
si lo fueron cuando no se adicion6 ningin
inductor al medio cuya mortalidad fue de
58.1% y el TL,,de 13.3 dias.

Estos resultados indican que el salvado de
trigo y el homogeneizado de alas y patas
de langosta tienen un efecto inductor so-
bre la virulencia del hongo M. anisopliae
ademas porque con estos tratamientos se
obtuvieron los menores tiempos letales
medios (TL,,), los cuales fueron de 7,2 dias
y de 5,8 dias, respectivamente. El aumen-
to en la actividad patogénica encontrada
en el presente trabajo, cuando el hongo
se cultivé en presencia de alas y patas de
langosta, estuvo relacionado con el au-
mento en la virulencia registrada en otros
trabajos con Beauveria bassiana por
Bidochka y Khachatourians (1992) cuan-
do cultivaron el hongo en presencia de
componentes cuticulares de su hospedero
Melanoplus sanguinipes. La pérdida de
virulencia en un hongo que ha sido repi-
cado repetidamente en medios de cultivo,
ha sido relacionada por algunos investi-
gadores con la disminuciéon de la activi-
dad enzimatica de los conidios, debido a
que las enzimas se expresan en menor can-
tidad a medida que el microorganismo se
cultiva en ausencia de sustratos para és-
tas, los cuales generalmente estan presen-
tes en el insecto hospedero. Si se tiene en
cuenta que las alas y patas de langosta
estan compuestas principalmente por
quitina, ceras y proteinas, se podria suge-
rir que este sustrato estimula la produc-
cién de enzimas por parte de los conidios,
las cuales son capaces de degradar dichos
compuestos y que estos conidios cuya ac-
tividad enzimatica ha sido inducida, ten-
drian mas contra las langostas.

De otra parte, el salvado de trigo, ha sido
senalado como un inductor de enzimas
tales como glucanasas, quitinasas y
celulasas (Thonart et al. 1991). Teniendo
en cuenta que la produccién de estas
enzimas puede ser concomitante con la
produccién de otras que se encuentran en
la membrana celular, se podria pensar que
en presencia de salvado, ademas de las
mencionadas enzimas se podrian haber
producido otras que tienen actividad con-
tra el insecto.

Cuando se evalud la actividad patogénica
de la cepa Mt0O06, cultivada en medios li-
quidos 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 Mt0O0O4 (Tabla 1, Fig. 1).
Este resultado esta relacionado con lo re-
gistrado por Espinel (1998) y por Zamora
(1996) quienes demostraron que las ce-
pas Mt004 y MtOO6 tenian, respectivamen-
te alta y baja actividad patogénica contra
R. schistocercoides.

Al inocular langostas con la cepa MTO06
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 este aislamiento es
menos patogénico a este insecto. La ma-
yor actividad patogénica se obtuvo cuan-
do la cepa Mt0O06 crecié en medio liquido
en presencia de alas y patas de langosta,
obteniéndose un TL,, de 11,8 dias y una
mortalidad acumulada a los 15 dias de ini-
ciado el ensayo de 69,2%. Esta actividad
patogénica no fue significativamente dife-
rente de la observada con conidios prove-
nientes del medio liquido suplementado
con salvado de trigo y con micelio muerto
de A. niger. En estos casos, se obtuvieron
porcentajes de mortalidad acumulada de
65.3% y 61.5% y TL,,de 12.4 dias y de
11.8 dias respectivamente. Estos resulta-
dos fueron significativamente diferentes
de los obtenidos en presencia de los de-
mas inductores y en ausencia de éstos, lo
cual indicaria que el salvado de trigo, el
micelio muerto de A. niger y el homoge-
neizado de alas y patas de langosta tienen
un efecto inductor sobre la virulencia de
este aislamiento de M. anisopliae.

Los conidios del aislamiento MtOO6 pro-
ducidos en los medios liquidos sin induc-
tor y suplementados con quitina coloidal
y con micelio de R. solani presentaron
significativamente menor actividad
patogénica que los obtenidos en medios
suplementados con otros potenciales
inductores; éstos produjeron mortalidades
acumuladas de 38.8%, 48% y 40.3%, res-
pectivamente, resultados que no fueron
significativamente diferentes entre si, lo
cual podria indicar que el micelio muerto
de R. solani y la quitina coloidal no tienen
efecto en la actividad patogénica de este
aislamiento.

Cuando se cultivaron las cepas Mt0O04 y
Mt006 en medio sélido, se encontraron

las mismas tendencias que cuando se cul-
tivaron en medios liquidos. Sin embargo,
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 liqui-
dos. Al cultivar la cepa Mt004 en medio
sélido, el mayor porcentaje de mortalidad
acumulada se alcanzé con los conidios pro-
ducidos en presencia de homogeneizado
de alas y patas de langosta, seguido por el
obtenido con los conidios provenientes
del cultivo suplementado con salvado de
trigo, tratamientos que fueron significa-
tivamente diferentes entre ellos y diferen-
tes de los restantes. Cuando el hongo se
cultivé en presencia de alas y patas de lan-
gosta, se obtuvo un porcentaje de morta-
lidad de 90.3% y un TL,, de 10.8 dias,
mientras que cuando se cultivé en presen-
cia de salvado de trigo, la mortalidad ob-
tenida en las langostas fue de 75% y el
TL,, fue de 12.9 dias.

Cuando el aislamiento Mt0O04 se cultivé en
el medio sin inductor y =n los medios su-
plementados con micelio muerto de R.
solani, con quitina coloidal y con micelio
muerto de A. niger, las mortalidades acu-
muladas fueron de 61.5, 53.8, 65.4 y
65.3%. El andlisis de varianza no detect6
diferencias significativas entre estos trata-
mientos, resultado que indica que estos
suplementos no tuvieron un efecto induc-
tor en la virulencia del microorganismo.

Cuando la cepa Mt0O06 de M. anisopliae
se cultivd en medio sélido se obtuvieron
niveles de control muy bajos y en ningin
caso la mortalidad obtenida superé el 50%
(Tabla 1; Fig. 1), siendo los conidios pro-
venientes de medios suplementados con
micelio muerto de A. niger, con salvado
de trigo y con homogeneizado de alas y
patas de langosta, los que produjeron en
las langostas las mortalidades mayores
(Tabla 1).

Para una misma cepa se observaron dife-
rencias significativas entre la actividad
patogénica de los conidios producidos en
medio liquido y los producidos en medio
sélido. Siendo los conidios mas virulentos
cuando el microorganismo se cultivé en
medio liquido, esto podria ser debido a la
distribuciéon homogénea del sustrato in-
ductor en el medio liquido, lo que permi-
tiria un mejor aprovechamiento del mismo
por parte del hongo entomopatégeno;
mientras que en el medio sélido el poten-
cial inductor no queda bien distribuido, si
se tiene en cuenta que la cantidad usada
es baja (0.40%). Esta concentraciéon baja
permitiria que sélo algunos conidios pue-
dan utilizarlo. En los cultivos liquidos, los
suplementos ejercen un efecto inductor en
la virulencia de los conidios debido a qué
los constituyentes de éstos sirven de
sustrato a diferentes enzimas encargadas
de la actividad patogénica, de tal forma
que al encontrarse presentes en el medio,
inducen la producciéon de estas enzimas.
Por el contrario, cuando el medio de culti-
vo estaba constituido unicamente por
arroz, sustrato cuya composicion bésica es



Actividad enzimatica y virulencia de M. anisopliae sobre la langosta llanera

111

almidoén, se estimularia la produccién de
enzimas capaces de degradarlo, lo que a
su vez podria reprimir la sintesis de las
enzimas determinantes en la actividad
entomopatogénica, obteniéndose asi por-
centajes de mortalidad bajos y tiempos le-
tales superiores a los alcanzados con los
cultivos liquidos suplementados.

Los resultados de mortalidad obtenidos
en las langostas, confirmaron la poca efi-
ciencia patogénica del aislamiento MtO0O6
de M. anisopliae sobre R. schistocercoides.
Dicho aislamiento mostré ser menos viru-
lento que la cepa MtO0O4, a pesar de que
ambas pertenecen a la misma especie de
hongo entomopatégeno. Esta diferencia
se podria atribuir a diferencias genéticas
entre las cepas que estarian directamente
relacionadas con la produccion de enzimas
y de toxinas. Dichas disimilitudes ademas,
podrian ser determinadas por factores cli-
maticos, estructurales, espaciales y gené-
ticos de los insectos hospederos, factores
que pueden producir cambios fisioldégicos
0 genéticos de estos microorganismos, que
incidirian en la reduccién de la pato-
genicidad de los aislamientos (Lezama
1994).

Independientemente de la cepa utilizada
o del tipo de medio de cultive utilizado
(liquido o sélido), los niveles mayores de
control se produjeron en todos los casos
por los conidios obtenidos en presencia
de alas y patas de langosta y de salvado
de trigo, lo que sugiere que estos suple-
mentos actiian como inductores de la vi-
rulencia de M. anisopliae sobre R.
schistocercoides.

Con base en los resultados de mortalidad,
se seleccionaron para las pruebas
enzimaticas los cultivos suplementados
con homogeneizado de alas y patas de lan-
gosta y salvado de trigo por presentar los
mayores niveles de control, también se se-
leccionaron el cultivo con quitina coloidal
por presentar un comportamiento inter-
medio y los medios sdélido y liquido sin
suplementar, como tratamientos de com-
paracién.

La actividad mayor de PR1, en extractos
de conidios, se obtuvo cuando la cepa
Mt004 de M. anisopliae se cultivdé en me-
dio liquido suplementado con alas y pa-
tas de langosta, siendo este resultado
significativamente diferente de todos los
demas. Esta actividad (Fig. 2) correspon-
di6 a 0.16 umol de PNA por mg de
conidios y fue seguida por la obtenida
cuando el hongo se cultivdé en presencia
de salvado, siendo ésta de 0.13 umol de
PNA por mg de conidios. Estudios previos
han demostrado que la induccién de
enzimas sucede 24 horas después del
contacto del hongo con el insecto, sugi-
riendo que la expresion de PR1 esta di-
rectamente relacionada con la presencia
de los componentes cuticulares de los
insectos hospederos, los cuales le sirven
de sustrato a dicha enzima (Clarkson y
Charnley 1996). En los tratamientos con-
trol para las dos cepas se detectaron acti-

vidades enzimaticas de 0.088 pmol de
PNA por mg de conidios y 0.080 umol de
PNA por mg de conidios para las cepas
MtO04 y MtOO6 respectivamente, valores
que no fueron significativamente diferen-
tes entre si pero si lo fueron de los encon-
trados en los conidios provenientes de
los medios liquidos suplementados con
los potenciales inductores de virulencia.
Este resultado podria indicar que los su-
plementos tuvieron un efecto inductor de
la quimoelastasa proteasa PR1.

Los conidios de la cepa Mt004 de M.
anisopliae cultivada en medio liquido su-
plementado con alas y patas de langosta,
fueron los mas virulentos en los ensayos
biolégicos debido a que con éstos se al-
canzé el 100% de mortalidad y se obtuvo
el menor TL,,. Este resultado fue seguido
por el obtenido cuando el hongo se culti-
v6 en presencia de salvado de trigo.

Estos resultados sugieren una relacién
entre la expresiéon de PR1 y la virulencia
del hongo, la cual fue demostrada por
Goettel et al. (1989), quienes transfor-
maron genéticamente un aislamiento de
M. anisopliae introduciéndole el gen
benA3 de Aspergillus nidulans, para au-
mentar simultaneamente la virulencia del
hongo clonado al inducir la actividad
quimoelastasa proteasa PRI1.

Independientemente de la cepa utilizada,
se observaron diferencias marcadas entre
las actividades enzimaticas detectadas para
los extractos de los conidios provenientes
de los cultivos sélidos y liquidos, siendo
superiores las presentadas por estos ulti-
mos. Este fenémeno podria atribuirse a

un efecto de represion de dicha enzima
por efecto de una alta concentraciéon de
fuente de carbono en el medio sélido de
arroz, sistema de regulacién sugerido para
PR1 (Clarkson y Charnley 1996).

Los conidios de la cepa MtO06 cultivados
en medio sélido con todos los inductores
presentaron niveles muy bajos de activi-
dad PR1, los cuales fueron significati-
vamente diferentes de los encontrados en
los tratamientos restantes. Los niveles mas
bajos de actividad patogénica contra la
plaga se obtuvieron con dichos conidios,
sugiriendo que la enzima PR1 juega un
papel determinante en el mecanismo de
infeccion de M. anisopliae.

Al cultivar las dos cepas en medios sélido y
liquido, se observaron diferencias signifi-
cativas entre la actividad esterasa de los
extractos de los conidios, siendo superior
cuando se cultivé el hongo en medio li-
quido; esta diferencia podria deberse a un
mecanismo de represién catabdlica por
exceso de fuente de carbono producida
por el sustrato sélido utilizado, el cual esta
constituido por arroz que es rico en
carbohidratos como el almidén (Clarkson
y Charnley 1996).

La actividad esterasa en los extractos de
conidios de ambas cepas de M.anisopliae
crecidas en medio de cultivo liquido de-
mostré ser significativamente mayor, para
la cepa Mt004 cuando se cultivé en medio
suplementado con salvado de trigo y para
la cepa Mt0O06 cuando se cultivd en pre-
sencia de salvado de trigo y de alas y patas
de langosta, siendo estos tratamientos
significativamente diferentes de los demas,
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Figura 2. Efecto de los potenciales inductores de virulencia sobre actividad enzimatica de
la quimoelastasa proteasa PR1 en los extractos de conidios de M. anisopliae
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pero no significativamente diferentes en-
tre si (Fig. 3).

La actividad esterasa para la cepa MtO04
crecida en medio liquido suplementado
con salvado de trigo fue de 860.47 pmol
de PNA por mg de conidios, mientras que
en presencia de alas y patas de langosta
ésta fue de 821.13 umol de PNA por mg de
conidios y en presencia de quitina coloi-
dal fue de 616.25 umol de PNA por mg de
conidios. Los tres tratamientos presenta-
ron diferencias significativas entre si,
indicando que cada suplemento tiene dife-
rente efecto inductor de la enzima, siendo
el salvado de trigo el inductor mas poten-
te de la actividad esterasa.

Para la cepa MtO06 se determiné una acti-
vidad esterasa superior y estadisticamente
diferente cuando se utilizaron los tres su-
plementos y cuando se cultivd el hongo
en ausencia de los mismos, este resultado
indica que para este aislamiento, todos los
potenciales inductores de virulencia tienen
un efecto inductor de dicha enzima.

Con los conidios producidos en los me-
dios de cultivo liquido suplementados con
alas y patas de langosta y con salvado de
trigo, se obtuvieron los niveles mayores
de control de la langosta llanera con las
dos cepas de M. anisopliae y la mayor acti-
vidad esterasa, sugiriendo que las esterasas
juegan un papel importante en la virulen-
cia de los conidios, debido a que los por-
centajes mayores de mortalidad y los
tiempos letales menores se obtuvieron con
los conidios que presentaron los niveles
mayores de esta enzima. Las esterasas son

determinantes en las primeras etapas de
la infeccién fangica, debido a que son las
encargadas de degradar los ésteres grasos
que constituyen la capa cerosa que prote-
ge la cuticula del insecto hospedero. Cuan-
do las esterasas hidrolizan estos ésteres,
las enzimas que degradan la cuticula pue-
den actuar y permitir la penetracién de la
misma por el hongo entomopatégeno
(Clarkson y Charnley 1996). Sin embargo,
no se detectaron diferencias estadisti-
camente significativas entre la cantidad de
enzima determinada para los conidios de
la cepa MtOO4 cultivada en presencia de
alas y patas de langosta, los cuales fueron
los conidios mas virulentos contra la lan-
gosta y los conidios del aislamiento MtO06
cultivados con quitina coloidal, tratamien-
to que presenté un nivel de actividad
controladora deficiente. Este resultado
sugiere que a pesar de la relacién encon-
trada para algunos casos entre la virulen-
cia de los conidios y su actividad esterasa,
éste no es el tnico factor determinante,
sino que dicha virulencia podria estar
influenciada por un conjunto de procesos
fisicos y quimicos (Lezama 1994).

Independientemente de la cepa utilizada
y del tipo de medio de cultivo, se obtuvo
la mayor actividad esterasa en los extrac-
tos de los conidios provenientes del culti-
vo suplementado con homogeneizado de
alas y patas de langosta y con salvado de
trigo, lo cual indica que estos sustratos
podrian inducir una mayor sintesis de esta
enzima o mejorar las caracteristicas de per-
meabilidad de los conidios, permitiendo
una mayor disponibilidad de la enzima
(Thonart et al. 1991).
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Figura 3. Efecto de los potenciales inductores de virulencia sobre actividad N-
acetilglucosaminidasa detectada en los extractos de conidios de M. anisopliae

En cuanto a la actividad N-acetilgluco-
saminidasa en los extractos de los conidios
de la cepa Mt00O4 provenientes del cultivo
liquido, se detectaron actividades enzima-
ticas de 134. umol de PNA por mg de coni-
dios, 159.63 umol de PNA por mg de
conidios y 117.36 umol de PNA por mg
de conidios, cuando el medio de cultivo
se suplementé con alas y patas de langos-
ta, con salvado de trigo y con quitina
coloidal respectivamente (Fig. 4). El tra-
tamiento control presenté una actividad
enzimatica de 62.81 umol de PNA por mg
de conidios, la cual fue significativamente
inferior a la actividad obtenida cuando se
utilizaron los medios suplementados con
los potenciales inductores de virulencia,
dicha diferencia podria indicar que los su-
plementos tienen un efecto inductor so-
bre la actividad N-acetilglucosaminidasa.
La mayor actividad enzimatica fue encon-
trada en los extractos de los conidios cuan-
do el medio se suplementoé con alas y patas
de langosta y con salvado de trigo, siendo
la actividad enzimatica detectada para es-
tos tratamientos significativamente dife-
rente de la obtenida en los demas. Este
resultado sugiere que estos compuestos
inducen la actividad de la N-acetilgluco-
saminidasa, observandose una tendencia
de mayor induccién cuando se utiliza sal-
vado de trigo, el cual, ha demostrado en
estudios previos la capacidad de inducir la
sintesis y la actividad de enzimas hidroli-
ticas como celulasas, B-1,3-glucanasas y
quitinasas en Trichoderma viridae (Thonart
et al. 1991).

La actividad mayor N-acetilglucosaminidasa
se detectd en los extractos de conidios de
la cepa Mt0O4 provenientes de cultivo li-
quido en presencia de salvado de trigo, sien-
do este tratamiento significativamente
diferente de todos los demas. Este resulta-
do fue sequido por el encontrado para esta
cepa cultivada en medio liquido suplemen-
tado con alas y patas de langosta, trata-
miento que también fue significativamente
diferente de los demas. Esta actividad
enzimatica mayor estuvo relacionada con
los mayores niveles de control de la plaga
en los bioensayos. La cepa MtO06 presentd
la mayor actividad enzimatica cuando cre-
ci6 en presencia de alas y patas de langosta
y de salvado de trigo, presentando activi-
dades equivalentes a 95.80 umol de PNA
por mg de conidios y 104 umol de PNA por
mg de conidios. El tratamiento control pre-
senté una actividad significativamente in-
ferior a la actividad obtenida con los
conidios provenientes de los medios su-
plementados con los potenciales inductores
de virulencia, confirmando el efecto de di-
chos sustratos sobre la actividad de dicha
enzima. Al igual que con la cepa Mt004,
fueron estos tratamientos los que produje-
ron los porcentajes de mortalidad mayores
de la langosta llanera. Este resultado su-
giere que dicha enzima podria estar rela-
cionada con la virulencia de M. anisopliae
sobre la langosta llanera.

Los niveles menores de la enzima, para los
extractos de los conidios de ambas cepas,
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Figura 4. Efecto de los potenciales inductores de virulencia sobre la actividad esterasa en

los extractos de conidios de M. anisopliae

se detectaron cuando el cultivo se hizo en
medio sdlido (arroz precocido), esto po-
dria ser debido a la inhibicién causada por
la concentracion alta de aztcares presen-
tes en este sustrato. Thonart et al. (1991)
sefialaron una inhibicién similar de las
quitinasas para Trichoderma viridae cuan-
do se utiliza glucosa como fuente de car-
bono.

En presencia de todos los potenciales
inductores evaluados, se observé una ma-
yor actividad de N-acetilglucosaminidasa
en los extractos de los conidios de la cepa
Mt0O4 cultivada en los medios liquidos
con respecto a la actividad obtenida con
los extractos de los conidios de la cepa
Mt006 bajo las mismas condiciones, de-
tectandose diferencias significativas entre
las dos. Este resultado indica una posible
relacién entre la actividad de dicha enzima
y las diferencias entre la actividad
patogénica de estos dos aislamientos.

Al correlacionar los resultados de mortali-
dad acumulada corregida para las dos ce-
pas de M. anisopliae con la cantidad de
esterasa detectada en los extractos de los
conidios, se encontré un coeficiente de
correlacién de 0.55. Este valor es muy bajo,
lo cual no permite usar dicha enzima como
un marcador de virulencia. Al correlacio-
nar los resultados de mortalidad acumu-
lada corregida para las dos cepas de M.
anisopliae con la cantidad de N-acetil-
glucosaminidasa detectada en los extrac-
tos de los conidios, se obtuvo un
coeficiente de correlacion de 0.44, valor
que tampoco fue tenido en cuenta por ser
muy bajo, mientras que el coeficiente de

correlacién logrado al aplicar regresion li-
neal a los datos de actividad enzimatica
de PR1 y porcentaje acumulado de morta-
lidad para las dos cepas fue de 0,82, valor
que indica una correlacién positiva entre
la cantidad de dicha enzima presente en
los conidios y la virulencia de las cepas
sobre la langosta llanera.

Conclusiones

¢ Se detect6 una relacién entre la compo-
sicién del medio de cultivo y la virulencia
del in6culo producido.

* El efecto de los inductores potenciales
de virulencia, sobre la actividad patogénica
de M. anisopliae fue mayor cuando se cul-
tivd en medio liquido que cuando se culti-
v6 en medio sélido.

* El homogeneizado de alas y patas de
langosta y el salvado de trigo, fueron los
mejores inductores de virulencia.

* Los potenciales inductores de virulencia
afectaron la actividad de las enzimas de M.
anisopliae importantes en el mecanismo
de infeccion.

¢ Se determiné una correlacién positiva
entre la virulencia de los conidios de M.
anisopliae y la actividad de la quimo-
clastasa proteasa PR1.
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