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RESUMEN

Como alternativa al uso de productos quimicos para el control deomgtaga se
encuentra el empleo de microorganismos como el hongo entomopatBgenweria
bassianala conchuela del frijolEpilachna varivestises una plaga importante en las zona
de Guanajuato, la cual es susceptiblB.abassiana El laboratorio de reproduccion de
organismos benéficos del Comité Estatal de Sanidad Vegetal {ESAcuenta con
aislamientos d#. bassianacon buena actividad insecticida contra larvas y adultds. de
varivestis El objetivos del presente trabajo fue potenciar la produccion debohiéds de
dos aislamientos monoesporicos Blebassianapor medio de la seleccion de medios de
cultivo liquidos y comprobar si con dicha potenciacion es posible incramardctividad
insecticida de los hongos sobre larvas de la conchuela del frijol. ikl@énntos se
cultivaron en 6 medios de cultivo liquidos, preparados con 2 diferentes fdentagbono
y 2 de nitrégeno: ¢ CiN;, CiN2 C, CNy; GNo. El caldo dextrosa Sabouraud (CDS) se
empleé como medio de referencia. Cada medio se inoculé con codalioespectivo
hongo a una concentraciéon de 1%&8poras/mL e incubaron en agitacién a 25°C (+2°C)
durante 5 dias. Cada 24 h se tomaron muestras y al sobrenadame&dié la actividad
enzimatica de la proteasa Prl y de la NAGasa mediante regptchetria. Se realizaron
bioensayos sobre larvas de 3er estadioEdevarivestis empleando las blastosporas
obtenidas en CDS y en el medio de cultivo que promovié la mayor actiemdzahatica,
para determinar la Gk y la STso empleando cinco dosis en un rango de PXx1c?
blastosporas/mL. Los resultados mostraron que en el medio CDSivldaacenzimatica
fue menor comparada con los otros medios de cultivo evaluados, sienddielGN, el
que mostrd la mayor actividad para ambos aislamientos, con valovesgs8mayores para
Prl y hasta 4 veces mayores para la NAGasarespecto al medio CDS. En cuanto a
actividad insecticida, s6lo se encontraron diferencias significatdea Clgy para el
aislamiento Bb40 entre los medios mencionados, y diferencias emstadeSblastosporas
de ambos aislamientos que crecieron en el medio CDS (4 dias), ebfifd, (2 dias).
Estos resultados nos permiten concluir que existe una relaciorieentegg/or produccion
de las enzimas degradadoras de la cuticula de insectos PrGgsdAen un medio y la

disminucién del S, de la plaga del frijoE. varivestis.
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ABSTRACT

The use of entomophatogenic fungi suchBesauveria bassianaepresents an
alternative for the use of chemical insecticides for therobof insect pest. The Mexican
bean beetleEpilachna varivestisis an important pest among bean crop in Mexico. The
Comité Estatal de Sanidad Vegetal (CESAVEG) has isolateB. dfassianawith an
effective insecticidal activity againkt varivestidarvae and adultd’he aim of the present
study was to evaluate the metabolites production by Bwbassianaisolates by using
different liquid media. In addition, we evaluated the relationship letwmaetabolite
production and the insecticidal activity aRdvarivestissurvival time.B. bassiandsolates
were grown in six different liquid media using a mineral dadtsed medium and
combining two carbon and two nitrogen sources:@N;, C;N,, C; C:N;; CN,. Dextrose
Sabouraud broth (DSB) was used as reference medium. Each mediunoeudated with
conidia to a final concentration of 1X%@onidia/ mL and grown for 5 d at 25°C at 180
rom. A sample was obtained every 24 h and the enzyme activity @ndrNAGase was
spectrophotometrically determined. Bioassays were performediby tie blastospores
produced in the DSB and the medium that induced the highest enzyrity against &
instarsE. varivetislarvae. The Lg and STF, were estimated by using 5 doses among
1X10°-1X1C® blastospores/ mL.

The lowest enzyme activities for both enzymes were found byp8® medium
blastospores, whereas the Prl and NAGase activity were hig8gkirmedium compared
with all the other media. Significant differences were obsebatdieen the L& values
only in the Bb40 isolate, and differences in theghalues by blastospores grown in DSB
(4 days) compared with,85 (2 days), were observed.

Results indicate a relationship between of Prl and NAGase piauuzy B.

bassianaand the reduction of thé“3nstarE. varivestidarvae survival time
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1. INTRODUCCION




Los campos agricolas de todo el mundo sufren constantes dafios causados por
diversos tipos de organismos ya sean insectos, malezas, roedoreso apes
microorganismos como hongos, virus y bacterias, los cuales geeefamedades y
destruccion en los cultivos. Los efectos derivados de dichos organischaserrela
produccion y calidad de los productos, mermando la economia de productores,
comerciantes y consumidores.

El frijol es uno de los cultivos mas importantes a nivel nacionalpao el
segundo lugar en cuanto a superficie sembrada (Aebaka 2000). Entre los estados con
mayor produccién del frijol se encuentra el estado de Guanajuatzaledaupd al cierre
del 2010, el séptimo lugar con la obtencion de 51,292 ton, con un rendimiento agooxima
de 0.75 ton/ha (SIAP, 2011).

Entre los problemas fitosanitarios a los que se enfrenta tetocde frijol en el
estado de Guanajuato se encuentra la conchuela del Bmddchna varivestis Mulsant
(Coleoptera: Coccinallidae), un insecto que se alimenta tants tejks, tallo y fruto de la
planta, ocasionado dafios que pueden reflejarse en bajos rendimientos dei@rathita
semilla. Como dependencia responsable, el Comité Estatal de Saeigeid/\tel estado
de Guanajuato (CESAVEG) implementa programas de control biolégicortra aeE.
varivestis, empleando hongos entomopatdégenos, coBeauveria bassiana (Bals)
Vuillemin, un hongo de reconocida actividad insecticida y del cuaESIAVEG cuenta
con dos aislamientos, los cuales tiene accion patdégena en cotdraatehuela del frijol
(Ocampo-Hernandet al., 2011).

Al emplear hongos en los programas de control de plagas, esaneansiderar el
tipo de unidad infectiva a utilizar, pudiéndose considerar dos de ellosolodios,
producidos en medios sdlidos; y las blastosporas, desarrolladas s tddos (Holder
et al., 2007). Asi también, es importante tomar en cuenta que las condicionesmalas
del medio empleado en el desarrollo de los hongos influye en eréstichs como:
velocidad de germinacion, rendimiento de esporas o blastosporas gen@ridaitl-
Beristainet al., 2010); tolerancia térmica (Kirat al., 2011), a la radiacion ultravioleta
(Rangelet al., 2004) y en su virulencia (Gallegeisal., 2002). Para este ultimo punto, se
han considerado diversos parametros que permitan predecir el efecho ohedio de
cultivo y/o condiciones de desarrollo, sobre la actividad insecticidandengo. Uno de



esos parametros ha sido la medicién de la produccion de enzimasadegaadde cuticula
excretadas al medio, cuyos niveles se han relacionado coruleneia de las unidades
infectivas (Guptat al., 1994).

Con la finalidad de implementar el uso de blastosporas en el CESAMurge el
presente proyecto, donde se desarrollaron blastosporas de los ldoseatss deB.
bassiana en diferentes medios de cultivo liquido, buscando aquel que ayudard a
incrementar la produccion de enzimas degradadoras de cuticulaugrel@lla actividad
insecticida de las unidades infectivas desarrolladas en el impeglimayor enzimas indujo

comparado con un medio de produccién de uso comun en el laboratorio.



2. ANTECEDENTES




2.1 Hongos como agentes de control biol6gico

Las micosis (infecciones causadas por hongos) sonumes y ampliamente
distribuidas entre las poblaciones naturales dectns, generando en determinadas
circunstancias, una regulacion de las poblacionediante eventos infecciosos a gran
escala, denominados epizootias. Estas observacjperesitieron considerar el uso de
hongos para el control de insectos plaga en lanaltparte del siglo XIX, siendo los
trabajos realizados por Agostino Bassi en 1835, Beauveria bassianay los de
Metchnikov en 1878, coMetarhizium anisopliaglos primeros dentro del area (McCoy y
Tigano-Milani, 1992).

Los hongos con actividad entomopatogénica se etramedentro de las divisiones
Zygomicota, Ascomycota, Chrytridiomycota y Oomyc(®aah y Pell, 2003), aunque es en
la clase de los Entomophthorales y de los Hyphotegcen donde se agrupan los hongos

mas empleados y con mayor espectro de actividgeKieDelalibera, 2010).

2.2 Beauveria bassiana

La clasificacion taxondmica d& bassianda tenido diversos cambios conforme se
han mejorado las técnicas de clasificacion filotjeaéde las especies. Anteriormente se
consideraba &8. bassianacomo miembro de la familia de Clavicipitaceae, eimbargo,
estudios mas recientes han establecido la relapiérexisten de este hongo con los de la
familia Cordycipitaceae (Tabla 1) (Suegal.,, 2007).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica dgeauveria bassiana

Reino Fung

Filo Ascomycot;

Clase Sordariomycete
Orden Hypocreale
Familia Cordycipitaceae
Género Beauverii

Especie bassian




Al igual que otros hongos entomopatégenos (HEP)ocAspergillus, Aschersonja
Culicinomyces Fusarium Gibellula, Hirsutella, Isarea, HymenostilheLecanicillium
Metarhizium NomuraeaPaecilomycesSorosporellay TolypocladiumaB. bassianase le
conoce principalmente en su estadio asexual (arfi@edproductora de esporas (conidios).
Y aunque en la mayoria de los casos se descon@staglio sexual (teleomorfica) de los
hongos, par8. bassianase describe su asociacién con la forma teleonsodel género
Cordyceps(Condyceps bassiahg la cual se encuentra restringida al continégrtico
(Zimmermann, 2007).

Fue Agostino Bassi quien en 1834 demostré quehesigo era el causante de la
enfermedad muscarina blanca, en el gusano de Bedabyx moriL. (Carballoet al,
2004). Desde entonces, el conocimiento soBrebassianay su uso como agente
entomopatdgeno ha tenido un importante desarrtdigando a ser uno de los hongos de
mayor aplicacion en el control de plagas. Su tistibn es cosmopolita, encontrandose de
manera comun en los suelos pero pudiéndose assl@sdsuperficies 0 como un endéfito
en el interior de plantas como el maiz, la papapelate, plantas de café y de cacao,
asociacion que ha sido aprovechada en la plassamayd.. para el control de la plaga
conocida como gusano europeo del m@itrinia nubilalis Hibner (Posada y Vega,
2005a).

2.3 Hospederos d®. bassiana

En la actualidad se tiene una gama importante tdeatiura con respecto a los
diversos insectos susceptibles a ser infectadoB.poassianaSe le reconoce la capacidad
de infectar a mas de 700 especies de artropodasodde los ordenes Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Hemiptera, dptdra, Siphonaptera, Isoptera,
Thysanoptera, Mantodae, Neuroptera, DermapterdtaBte, Embioptera, muchos de los
cuales son plagas agricolas (Ezzati-Tabeizial, 2009; Dubeyet al, 2010). De igual
forma, se tienen diversos reporte sobre la efelett/ide cepa dB. bassiangara el control
de mosquitos adultos del génékedesspp. yAnophelespp.,resistentes a los insecticidas
quimicos (Howaraet al,, 2010).



2.4 Unidades infectivas d®. bassiana

Las unidades infectivas empleadas con mayor fretaeson las conidiosporas o
conidios de los hongos, siendo relativamente esdiss a las variaciones ambientales, mas
no asi a las radiaciones solares de tipo UV @al, 2007). De igual manera, estructuras
celulares como las blastosporas, han sido empleadas unidades de infeccién. Estas son
formas levaduriformes, las cuales presentan vedodcide germinacion y de crecimiento
mayor a las de las conidios; sin embargo, su ibiéistad a las condiciones de campo las
hace poco empleadas (Hegedtsl, 1992).

2.5 Proceso infeccioso de hongos entomopatégenos

A diferencia de otros agentes entomopatdgenos, d@uierias y virus, los hongos
no requieren de ser ingeridos por el insecto padepiniciar el proceso infeccioso, lo cual
representan una ventaja para su eleccion comonmierrea en el control biologico (Hajek y
Delalibera, 2010). Sin embargo, cabe destacar [gumas unidades infectivas puedan ser
consumidas por los insectos y comenzar el procgeodioso desde el intestino (Joseph
al, 2010).
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Figura 1. Proceso infeccioso d8. bassianasobre un insecto. A) Unidad infectiva. B) Germirdacide la
unidad infectiva sobre el hospedero. C) Penetradginhospedero. D) Invasion de tejidos y érgangs. E
Esporulacion sobre el cadaver del hospedero. Tomad@mall y Bidochka, 2005.



2.5.1Fase de adhesién

El contacto entre el hongo y el cuerpo del hosmedepresenta una etapa
determinante para el inicio de la micosis. Los dims se fijan a la epicuticula del insecto
mediante fuerzas hidrofébicas conferidas por pmateitipo hidrofobinas (Holdest al,
2007; Liet al, 2010). La adhesion a determinadas zonas anaéndiel insecto, como
pliegues intersegmentales, espiraculos y piezaaldsidfacilitan los procesos subsecuentes
a la adhesion, debido al grado de humedad que npaesey a que su nivel de
queratinizacidbn es menor, proporcionando con elenan resistencia a la penetracion
(Charnley y Collins, 2007).

2.5.2Fase de Germinacion y Penetracion Cuticular

Una vez adherida a la superficie del insecto, @¢s0o germinativo del conidio esta
influenciado por diversos factores, tanto bidticmmmo abidticos. Entre los factores
bidticos, son de gran importancia la humedad y &atpra que determinan la viabilidad
del conidio y la velocidad germinativa (ZimmermaB807). Aunque el rango de humedad
y temperatura necesarios, puede ser variable déogradiferentes tipos de hongos y
aislamientos particulares, normalmente son neassavalores de humedad relativa
superiores al 90% y rangos de temperatura 6ptimine 23 y 30°C (Godogt al, 2007).

La germinacion del conidio se ve estimulado poprizsencia de diferentes fuentes
de carbono como glucods;acetilglucosamina, lanolina y algunos acidos ggacadena
largos (Smith y Grula, 1981), viéndose limitada [@opresencia de compuestos fungicos
como fenoles y quinonas (Zimmermann, 2007). Delifpuena, la temperatura corporal del
hospedero, influye de manera importante en el gmgerminativo del conidio. Esto quedo
demostrado en el caso particular de los acrididog presentan capacidades termo-
reguladoras, que emplean durante determinados ntosndal dia, y los cuales limitan el
efecto de los hongos (Douglessal, 1996). De manera mas reciente se tienen resotes
el impacto que puede llegar a tener la microbiotsente en la superficie cuticular de
algunos insectos (Toled al, 2010).

La germinacion del conidio inicia con la formacid® un tubo germinativo, el cual

responde a sitios receptores superficiales comaaduidos libres y péptidos, que disparan
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el proceso de penetracion de la cuticula del ins&ai determinadas especies de hongos y
atendiendo la quimica, topografia e hidrofobicidadla cuticula, se forma una estructura
especializada en la parte apical del tubo gernvinatdenominada apresorio, el cual
proporciona un anclaje a la superficie del insgctm incremento en la fuerza mecanica al
momento de que una hifa de penetracion comienzavésion al insecto (Hajekt al,
2002).

La penetracion en el cuerpo del insecto estd addadoapor la excrecion de una
variedad de enzimas hidroliticas como quitinasaggepsas, lipasas, amilasas y superoxido,
que permiten la degradacion de los tejidos de hs®dtos y sus partes quitinosas,
facilitdndose con ello el acceso a la hifa de peciin y a su vez le permite al hongo
obtener nutrientes de los producto de la degradaerizimatica (Nahaet al, 2004;
Mustafa y Kaur, 2009; Beys-da-Sileaal., 2010).

2.5.3Fase de invasion y muerte

Una vez dentro del insecto y de acuerdo con eldghongo, existe la proliferacion
en forma de cuerpos hifales secundarios, blastaspmmprotoplastos (células carentes de
pared celular) los cuales se distribuyen a trae¢hre@mocele, invadiendo tejido muscular,
cuerpos grasos, mitocondrias, hepatocitos, retientibplasmico y membrana nuclear. La
muerte del insecto se produce a causa de la es&eidga de fluidos, la desnutricion del
insecto, por efecto de la alimentacion del hongde ynanera alternativa, por la produccion
de toxinas (Hajek y St. Leger, 1994).

La muerte puede sobrevenir en lapsos variablegndiggndo del insecto hospedero.
Mientras que en afidos se han reportado tiempds @ld dias, en larvas de escarabajos el
tiempo es de 2 a 4 semanas. A pesar de la vadiadien la mortalidad de los insectos,
comparten sintomas de la infeccion como disminudgtamario, de peso, problemas en la
fecundidad melanizaciones y uno de los mas imp@sana pérdida de apetito, el cual
asegura que aunque el insecto siga vivo en eloultio genera dafos al mismo (Quesada-
Moradaet al., 2006; Ortiz-Urquizat al, 2010).



2.5.4Fase de esporulacion

Tras la muerte del insecto, y una vez agotado éosirsos nutritivos, desde el
interior del hospedero emergen hifas que produé&uas conididgenas productoras de
conidios, esto siempre y cuando existan condicidedsumedad elevada, de lo contrario el
hongo permanecera dentro del cadaver del insestégrena de espora (clamidioespora),
hasta que existan las condiciones ambientales adasu

Los conidios que se generan en los cadaveres deskxsos pueden ser dispersados
por el viento, arrastradas al suelo o son trandastia nuevos hospederos susceptibles
(Aylor, 1990; Bruck y Lewis, 2002)

2.6 Metabolitos en HEP

Para asegurar la infeccion e invasion del insecspéderd. bassianay el resto de
los HEP, se auxilian de metabolitos tales comoreazidegradadoras de cuticula (EDC),
para lograr penetrar la cuticula del insecto, yod@as que deprimen o evaden la respuesta

inmunoldgica del hospedero, facilitando su invasion

2.6.1Enzimas quitinoliticas

La cuticula (exoesqueleto) de los insectos es ub&rta externa la cual cubre el
cuerpo del insecto conformada principalmente pdirguembebida en una matriz proteica,
con polifenoles y pequefias cantidades de lipidascévit y Wegts, 2004). La quitina, un
homopolimero conformada por unidaded\dacetilglucosamina, representa del 15 al 30%
del peso seco en las partes mas rigidas de untonse@ntras que en las secciones
“suaves” se tiene porcentajes menores al 13% @&feret al, 1986b; Vincent y Wegts,
2004). Por su parte las exuvias, producto de l&siscdel insecto, presentan mas del 40%
del peso seco en quitina. Las caracteristicasaotstalles hacen de la cuticula una cubierta
fisicamente fuerte. Esta proporciona una buenageiin al dafio mecanico, representando
la primera barrera que debe de superar un HEPRppaex invadir a su hospedero.

B. bassianal igual que otros grupos de HEP, secretan gsdima través de la hifa
de penetracion. Dichas enzimas hidrolizan las ws@A1,4) de la quitina, produciendo

predominantementeN,N"-diacetilquitobiosa, la cual es posteriormente dimpa por
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quitobiosa al mondmerd-acetilglucosamina (Nahat al 2004, Carrillo-Rayas y Blanco-
Labra, 2009). De manera general se describen dtedatura dos principales quitinasas
secretadas por los HEP: exo- y endo-quitinasasa diferencia estriba en el sitio de
hidrdlisis del polimero, ubicados en sitios ternesano reductores y en puntos intermedios
de las cadenas del biopolimero respectivamente&kéArmy Muthukrishnan, 2009). Dichas
enzimas presentan diversas isoformas, caracterigtie, se cree, puede estar relacionada
con la propia diversidad de hospederos que llelgaer un HEP, no secretando la misma
isoforma de quitinasa en diferentes insectos &jelet al, 1993).

En B. bassianase han descrito dos quitinasas: la Bbchitl conaso pnolecular de
33 kDa y un punto isoeléctrico de 5.4; y Bbchitar(Et al, 2007). La actividad quitinasa
de Bbchitl ha sido potenciada mediante ensayosutiggénesis inducida con rayos UV e
ingenieria genética (Faat al, 2007; Fanget al 2005, 2009; Vasseuet al, 1990),
evaluandose los conidios conBamoriL. y afidos, donde se ha demostrado el incremento
en los porcentajes de mortalidad y disminuciénaantiempos letales medios, denotando
asi la importancia de dicha enzima como factoridgencia de los HEP.

2.6.2Enzimas proteoliticas

Aunque es variable entre los diferentes insecfmexamadamente del 55 al 80% de
la cuticula de los insectos esta constituida potejfmas, algunas de las cuales se encuentran
ligadas a la quitina (Qazi y Khachatourians, 2008).

Los HEP disponen de peptidasas, enzimas extramesdutan actividad proteolitica,
que ademas de proporcionar una fuente de nitrogedegradar las proteinas cuticulares
del insecto, permiten al hongo abrirse paso a sral@l cuerpo del insecto hasta el
hemocele. La produccion de dichas enzimas es detante en la capacidad infectiva de
los HEP.

De acuerdo a la naturaleza de los grupos fun@enah el centro activo de la
enzima, las peptidasas estan divididas en 6 clasgBsia, cisteina, treonina, aspartico,
glutamico y metalo peptidasas. Las enzimas proiessi extracelulares de los HEP se
encuentran agrupadas dentro de las serina peidasteriormente denominada como
guimoelastasa), que a su vez presentan dos famidiade subtilisina y quimotripsina
(Dubovenkoeet al, 2010).
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En la literatura de los HEP se resaltan dos prategp proteasas, producidas por
varios géneros de hongos: la Prl y la Pr2. La pamerresponde a una serina peptidasa y
la segunda es una tripsina peptidasa. Aunque asapagualmente descritas como factores
de patogenicidad, es la Prl la que presenta mdgotivedad en la degradacion proteica
(St. Legeret al.,1987).

2.6.2.1Serina peptidasa Prl

La proteasa Prl de la familia de las subtilisireas,una enzima alcalina, de una
masa molecular de 28.6 kDa (St. Legeral, 1992). Presenta una actividad especifica
primaria sobre aminoacidos acidos con un grupoofétiico en el segundo atomo de
carbono. Asi también existe una actividad espec8ecundaria sobre cadenas peptidicas
de tipo hidréfobas (Charnley, 2003).

En M. anisopliae se han identificado 3 isoformas de Prl con pésl@d.2, 9.8, y
9.3, las cuales presentan una actividad espegifiozaria similar y aparentemente todas
son efectivas en la degradacion de proteinas detiaula de insectos (St. Leger al,
1994). En el mismo hongo se han encontrado 11 geémda proteasa Prl, en donde la
represion de uno de ellos no afecta la actividadgémica del hongo (Bye y Charnley,
2008).

La produccion y participacion en el proceso invagie insectos de esta proteasas
estan documentados en trabajos como los de Str eegé (1986a) en donde se extrajo la
Prl de la cuticula abdominal de larvaswlnduca sextd.., inoculadas coM. anisopliag
y demostr6 mediante técnicas idenunogoldque la proteasa es secretada por la hifa de
penetracion y por el apresorio.

Aunque se reconoce que Prl forma parte de undddeenzimas proteoliticas que
actlan en conjunto para poder ayudar en la invabmsecto huésped, hay evidencia que
demuestra que la inhibicion de dicha enzima disy@na capacidad invasiva de los HEP,
reduciendo con ello la capacidad infectiva de lasmmos (Charnley, 2003). Por el
contrario, mediante ingenieria genética, se haesexpresado Prl en cepas Wk
anisopliaeresultando en el incremento de la virulencia de @sanget al, 2009; St. Leger
et al, 1996). Con esto se demostré que aunque nolgsca enzima proteolitica producida

por los HEP, su actividad es determinante en kcuibn de los insectos.
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2.6.2.2Tripsina peptidasa Pr2

En lo que respecta a la proteasa Pr2 se conocedeosw participacion dentro de la
patogenicidad de los HEP, aunque los investigadmsamen que se trata de una proteasa
que complementa a la actividad de otras (St. Legjeal, 1998). Asi también se le ha
atribuido el rol de ser un inductor o activadorladrl, a raiz de que se ha detectado su

presencia antes de que ésta se produzca (da-3ileeePal., 2002).

2.7 Relacion entre actividad insecticida y medio deultivo

Una de las propiedades mas importantes a consiglerglrempleo de un HEP, es la
posibilidad de potenciar su virulencia frente algaisecto blanco. Se ha reportado en
algunos trabajos, como la virulencia de un aislatniede un HEP cambia cuando es
cultivado en diferentes tipos de sustratos (Gafiegal, 2002; Camacho-Hernandetzal,
2008; Rodriguez-Gomeat al, 2008). Los ingredientes, y la relaciéon de C yu¢ @stos
proporcionan en el medio de cultivo, son caradtesis asociadas tanto con la virulencia de
los hongos (Lanet al, 1991) como con la produccion de EDC (Gugttal, 1994), razon
por lo que se ha sugerido a estas Ultimas comamedrds indicativos de efectividad
insecticida. Enzimas como las proteasas (®hal,2005; Safavet al, 2007; Montesinos-
Matias et al, 2008; Wuet al, 2010), quitinasas (Enrique-Vas al, 2008) y lipasas
(Espafiaet al, 2000) se han relacionado con la actividad insdetde los HEP.

El efecto del sustrato sobre los HEP se ha exmgicadjyiriendo que durante la
formacion de los conidos, las EDC quedan en la dpasdular, en niveles que se
correlacionan con la cantidad de transcrito erélala, de tal forma que la induccién de las
EDC empleando diferentes sustratos genera nivedssetevados de enzimas en la pared
celular de los conidios (Shadt al, 2005; Safaviet al, 2007; Wuet al, 2010). Esto
favorece que al momento de germinar secreten eazemanayor cantidad, facilitando asi
la infeccion del insecto.

Se sabe que ciertos sustratos y las proporciondssdmismos empleados en los
medios de desarrollo de los HEP inducen o repritaeproduccién de algunas EDC y

toxinas. Dichos sustratos se han empleado primograte para estudiar la relacion
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hospedero-patégeno y poder comprender mejor lanili@ade infeccion de los hongos al
entrar en contacto con el insecto.

2.7.1Medio de cultivo y produccion de enzimas quitticds

Las quitinasas son enzimas constitutivas de losgdé®mue participan en la
modificacion de la morfogénesis, autolisis y modidia del crecimiento de la pared celular
(Leopold ySansifiakova, 1970; Carillo-Rayagt al, 2009). Asi mismo, existe evidencia
de que en los HEP se puede inducir la producciliimeyacion de quitinasas en medios de
cultivo sdlidos o liquidos suplementados con gaiticoloidal (Smith y Grula, 1983;
Havukkalaet al, 1993), y con cuticulas de insectos (St. Ledaal., 1986a; Guptat al,
1992). Por el lado contrario, se reporta el efewpresor por compuestos de facil
asimilacion como la glucosa yMtacetilglucosamina (Ulhoa y Peberdy, 1991).

El pH del medio de cultivo también se ha considerad algunos trabajos como
factor importante en la produccion de quitinasaportandose un rango entre 3 a 9
(Gabriel, 1968), con valores Optimos variablesnditendo al tipo de hongo que se evalue;
aunque los pH superiores a 6, promueven la maymtupcion de enzima (Gabriel, 1968;
Ulhoa y Peberdy, 1991).

La actividad de las enzimas quitinoliticas puedtectarse en los medios de cultivo
en menos de 24 hrs, aunque sus niveles maximostige&lad se detectan en los tiempos
proximos a la esporulacion (Coudrenal., 1984). En cepade Aphanocladium albursu
actividad enzimética maxima se reporta a las 2hfirichoderma harzianuma las 36 h 'y
para cepas dB. bassianasu mayor actividad se presenta entre los 4 a$§ dk cultivo (St.
Legeret al, 1986b; Ulhoa y Peberdy, 1991; Vasseual, 1990; Leopold ysansifidkova,
1970).

2.7.2Medio de cultivo y produccion de enzimas peptidasa

Existen una gran variedad de trabajos que descl#bproduccion de las peptidasas
Prly Pr2 por parte de los HEP en medios de cuétiviquecidos con diversas fuentes de
carbono y nitrdgeno. Inclusive, en medio minimo enath (carente de las mencionadas
fuentes energéticas), donde los hongos se someterestrés nutricional, es posible medir

la presencia de las mencionadas enzimas (St. letgalr, 1991; Bye y Charnley 2008;
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Dhar y Kaur, 2010), a pesar de que no se exisarmdle fingico considerable (Patersetn
al., 1994).

Se sabe que la produccion de las proteasa senepor efecto de glucoshl-
acetilglucosamina y alanina (St. Legeral, 1988). Por el contrario, se induce por efecto
de algunos componentes peptidicos de la cuticulasgetos, de aqui que ésta se emplee
como ingrediente en los medios de cultivo liquideslos hongos. Se ha reportado que
algunos aislamientos d& bassianay M. anisopliaesobreproducen Prl y Pr2 al cultivarlos
en medios liquidos enriquecidos con cuticula decies en comparacion con medios de
propagacion simple como el Agar Papa-DextrosaAgal Dextrosa Sabouraud (Pathetn
al., 2007).

De igual forma existen reportes en donde ingredidet uso comun en los medios
de cultivo promueven la produccién de las proteasd®s HEP, tal es el caso del extracto
de levadura, de la gelatina bacterioldgica y laigegp (Bidochka y Khachatourians, 1988;
Naharet al, 2004; Safavet al, 2007).

El pH es un factor fisicoquimico determinante errdgulacion de la expresion
génica de las proteasas Prl y Pr2, especialmepté de 8 (Padmavattét al, 2003).
También se ha reportad que la actividad proteaba der previa a la de las enzimas
quitinasas esto con el fin de liberar a la quitleda matriz proteica en la cual se encuentra
embebida, por lo que los HEP se ven obligados @&rgerun ambiente alcalino en la
superficie del insecto, cuyo pH ronda entre 6.37a dependiendo del insecto; y asi poder

favorecer la actividad de las proteasas (Char2i@§3).
2.8 Cultivo de Frijol

El frijol, Phaseolus vulgari., es una leguminosa distribuida en los 5 contegn
ampliamente cultivada en zonas tropicales y tengslafbrmando parte de la alimentacion
basica en muchos paises. Es una herbacea queaatieab® a 70 cm de altura con una raiz
principal pivotante y muchas y muy ramificadas eaisecundarias cercanas a la superficie.
Consiente un rango de temperatura y pH del suaiaii@ considerable, 10-27°C y 4.5-7.5,
respectivamente. No obstante, es muy susceptibt®naiciones extremas, como las
hidricas, por lo que su cultivo requiere de suealoms textura ligera y bien drenada
(SAGARPA, 2011).
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Al cierre del 2010 la produccion en México fue d&56, 257 toneladas con una
derrama econdémica de 10, 160, 259 (miles de peAaggue en practicamente todos los
estados del pais se cultiva frijol, los que destgoar su mayor produccion anual son:
Zacatecas, Sinaloa, Chihuahua, Durango, Nayarigpak, Guanajuato, San Luis Potosi,
Puebla e Hidalgo (SIAP, 2011).

No obstante las proyecciones de producciones ajukde toneladas de frijol
cosechado son notablemente menores a las sembilaalspérdidas ocasionadas se
atribuyen a diversos factores tanto abioticos cdmdicos. En éste Ultimo, figuran
organismos fitopatdégenos como los hor@olletotrichum lindemuthianuny Uromyces
phaseolicausantes de la antracnosis y la roya del frigdpectivamente. Asi también, se
considera a los insectos que merman la producdi@oresumir parcial o totalmente la
planta y al ser potenciales vectores de fitopatdgeResaltan las plagas de la mosquita
blancaTrialeurodes vaporariorumWestwoody Bemisia tabaciGennadius, ésta ultima,
transmisora de begomovirus, causante del mosaicaddp el picudo del frijolApion
godmani Wagner y la conchuela del frijoEpilachna varivestisMulsant (CESAVEG,
2011).

2.9 Conchuela del FrijolEpilachna varivestis

La conchuela del frijol es un escarabajo cuya desén taxondmica se presenta en
la tabla 2. Es originaria de México y América Cahtpero en la actualidad se encuentra
distribuida desde Canada hasta Centroamérica, eqmortes actuales de su presencia en
Japon (Nakamura y Shiratori, 2010). En México s&trithuye, principalmente, en las
regiones templadas del pais como AguascalienteBuétiua, Durango, Estado de México,
Guanajuato, Guerreo, Hidalgo, Jalisco, Michoacaardlbs, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Tlaxcala y Zacatecas (Garcia-Gutiérrezryili@aSanchez, 2008).

La conchuela puede presentar una o dos generacfmoresfio en las zonas
productoras de frijol del centro de México (Pietal, 2002). EI mayor dafio econémico lo
produce durante los meses de Julio a Septiembrecgjueide las etapas de desarrollo

vegetativo, floracién y llenado de vaina del cudtiv

~16 ~



Tabla 2. Clasificacion taxondémica de la conchuela del frijol

Reino Animalia
Filo Arthropod:
Clase Insect:
Orden Coleopter
Familia Coccinellida:
Subfamilia Epilachnina
Género Epilachne
Especie varivesti

Se considera que una defoliacion de la plantaijd #n etapa vegetativa, superior
al 80%, y del 20 % en su etapa de floracién y tende la vaina, disminuye de manera
importante su rendimiento (Faet al., 1993; Schaafsmg Ablett, 1994). Las larvas y
adultos se alimentan de las hojas de la plantdjrigmole un estado esqueletizado. En

situaciones donde el alimento escasea, puede corsuailo y el fruto.

2.9.1Ciclo bioldgico

La conchuela del frijol, presenta una metamorfasisipleta la cual pasa por los

estados biolégicos: huevo, larva (con 4 estadmg)a y adulto (Figura 2).

Figura 2. Ciclo Biologico deE. varivastis a)
Huevos en cumulo, b) larva del primer estadio c)
larva del segundo estadio, d) larva del tercer
estadio, e) larva del cuarto estadio, f) pupa, g)
adulto.

Los adultos invernan en forraje y la hojarasca, rgreedo tan pronto las
temperaturas se vuelven calidas, momento en elbggean las plantas hospederas, en

donde se aparean y las hembras colocan sus hileveeil el envés de las hojas por
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cumulos de 40 a 70, llegando depositar entre 5@00 huevos durante toda su vida
(Sanchez-Arroyo, 2007).

La eclosion de la larva se presenta después desamana, pudiendo alargarse a
dos, atendiendo a las condiciones de temperatut@enatal. Las larvas se alimentan,
aproximadamente durante 2 semanas, presentandmtelutas primeros dias un
comportamiento gregario y el cual desaparece con&@arece, presentdndose nuevamente
al momento previo a la pupacion. Las larvas dettouastadio, se fijan a las hojas de la
planta hospedera mediante un o6rgano similar a entosa, quedando suspendidas y en
estado seésil durante 10 dias, tiempo después déleaterge un adulto que puede volar
grandes distancias para poder encontrar una nuautaphospedadora (Sanchez-Arroyo,
2007).

2.9.1.1Huevo

Son de color amarillo al momento de ser puestoslgpdrembra, adquiriendo un
color anaranjado conforme el transcurso de los. diéden aproximadamentel.3 mm de

largo por 0.6 de ancho (Sanchez-Arroyo, 2007).

2.9.1.2Larva

Las larvas dé&. varivestisson de color amarillo y en su dorso presentadésdslde
espinas (escolos), de base amarilla y apice ndg@®.larvas recién eclosionadas son
pequefias, de aproximadamente 1.6 mm de longitudnzdndo en el cuarto estadio un
tamafno de 6 a 9 mm. Presenta 4 estadios, desplgs cleales las espinas de su cuerpo se
tornan negras, adquiriendo posteriormente su catoarillo. Debido a su voracidad,
representa el estadio mas perjudicial para laggdaalimentandose de las hojas, tallos y de

forma ocasional de las flores y vainas pequenasc(ga-Arroyo, 2007).

2.9.1.3Pupa

Son de color amarillo de aproximadamente del misan@fio que el adulto, entre 6
a 7 mm. Se encuentra desprovista de espinas yrglidpeen el envés de las hojas por su
parte posterior, con un residuo conico caractedsde su Ultima muda (Sanchez-Arroyo,
2007).
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2.9.1.4Adultos

Los adultos recién emergidos son de color amapkop al poco tiempo adquieren
el color café cobrizo caracteristico. Miden aprecagiamente 6 y 7 mm de longitud. Salvo
algunas excepciones, presentan 8 manchas oscucagdanno de sus élitros, dispuestas en
tres hileras (3, 3, 2) de manera transversal atpoueLos machos son un poco mas

pequefos que las hembras (Bautista, 2006; SanateyeiA2007).

2.9.2Control biologico de E. varivestis

En el control biolégico de la conchuela del frijel,empleo de avispas parasitoides
comoAplomyiopsis epilachnaaldrich y Pediobius foveolatu€rawford, han sido con las
que se ha reportado el mayor éxito. Su introducerdiMéxico comenzé en los afios 70°s,
sin embargo, se encontrg variabilidad en los ngvdke parasitismo en los lugares donde se
llevé a cabo la liberacion. Con la aplicacion enCaimpo Agricola de Chapingo, en el
estado de México, se llegb a tener niveles de piarass de entre 0 al 71.2% y del 8.3 al
10.1%, pardA. epilachnaey P. foveolatusrespectivamente. Por otra parte, por la liberacio
de parasitoides en San Andrés Chiautla, Texcocob&e/ieron porcentajes de parasitismo
del 13.3% al 80% parA. epilachnaey de 6.1 a 23% paf. foveolatugCarrillo-Sanchez,
1976).

En los afios 80°s se introdujo y se reprodujo umpa ckP. foveolatusde origen
japonés, con la cual se alcanzaron niveles de ipanag del 25 al 30%, proporciones
superiores a las obtenidas con la cepa empleadaseri0’s, que era de origen indio
(Carrillo-Sancheet al., 1990).

Ademas de las avispas, para el control de la catahdel frijol se han evaluado
HEP comoB. bassianaTrabajos como los de Quattlebaum y Carner (198b)e larvas de
tercer instar deE. varivestis describen que empleando suspensiones de ®4X#X1d
conidios por mililitro del hong®. bassianaobteniéndose mortalidades que van del 86 al
97%. Por otra parte Garcia-Gutiéredzal (1999) evaluaron la actividad insecticida de 10
aislamientos d&. bassianaobre larvas de uno a tres dias de edad a dogi®8&10 a
1.27 X1d conidios por mililitro, encontrando mortalidadessde 66 a 97%. Este mismo

grupo de trabajo, realizé ensayos con blastosple8s bassiananicroencapsuladas sobre
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larvas de primer instar, alcanzando mortalidadé® &h 40 y 70% (Garcia-Gutiérret al,
2002).

De manera mas reciente Ocampo-Hernareteazl (2011) evaluaron la actividad
insecticida de los conidios de dos aislamie®obassianaobre larvas de tercer estadio y
adultos de 5 dias de edad de la conchuela ddl ffjos reportaron concentraciones letales
50 maximas a dosis de 3.13¥11.16X10 conidios por mililitro, para larvas y adultos,
respectivamente.

Behleet al. (2006) describieron las diferencias en la actigithsecticida generada
por blastosporas y conidios &aecilomyces fumosoroseWsise sobre larvas de tres dias
de desarrollo d&. varivestis con mortalidades entre el 86 al 90%.

Tamez-Guerrat al (1999) realizaron ensayos con la bactBaaillus thuringiensis
Berliner formulado en base de harina nixtamalizadimidon de maiz , azlcar y aceite de
maiz, obteniendo mortalidades del 33%, mientrasuneeformulacion a base de lignina

generd un 73% de mortalidad contra larvas de calahu
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3. HIPOTESIS




La potenciaciébn de la produccién de metabolitos implicados en el sproce
infeccioso deB. bassiana, mediante medios de cultivo con fuentes de carbono y nitrégeno

selectivas, mejoran su efectividad en el biocontrol de larvEs\deivestis.
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4. OBJETIVOS




4.1 GENERAL
Potenciar la produccion de metabolitos de dos aislamientos monoespidgicos
Beauveria bassiana, mediante la seleccion de medios de cultivo, para incrementar su

actividad en el biocontrol de las larvas de la conchuela del tijodrivestis.

4.2 PARTICULARES

4.2.1 Desarrollar los aislamientos seleccionadadB. dkassiana en medio de cultivo
minimo suplementado con dos diferentes fuentes de carbono: quitina cgloidal
exuvias de lepiddéptero; y 2 de nitrogeno: peptona y semilla de algoai@n
potenciar la produccion de las enzimas degradadoras de la citwaquitinasa

NAGasa B-N-acetil-glucosamidasa).

4.2.2 Determinar la produccion de las enzimas Prl y NAGasa meldianeglicion

de su actividad empleando técnicas espectrofotométricas.
4.2.3 Confirmar que el medio que presentd la mayor produccién de enzimas, por

parte de los aislamientos fungicos, potencio su virulencia contaslalel tercer

estadio dé=. varivestis.
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5. METODOLOGIA




5.1 Procedencia y mantenimiento de la cria d&. varivestis

La cria empleada en los experimentos se implemanpartir de adultos dg&.
varivestis colectados en los campos de frijol del municipeo @campo Guanajuato. La
estrategia para mantener la poblacion fue la sigelie

Los adultos se colocaron en plantas de frijol d@xmadamente de una semana y
media de germinadas en jaulas de pabilo, a 25%ddodo de 12:12 h (luz-oscuridad) y
una humedad relativa (HR) del 60% (Figura 3). uaente se revisaron los enveses de las
hojas de la planta de frijol en la busqueda de d¢osnde huevecillos. Se recortaron las
partes de la hoja con los huevecillos y se colotao cajas de Petri con un trozo de
algoddn humedo. Durante el transcurso de 5 a 7inlspeccionaron visualmente las cajas
en busca de larvas emergidas, las cuales se cotp@ar grupos de 10, sobre hojas de frijol
y éstas a su vez se colocaron en un vasito decpldestra muestras de heces fecales de 125
mL de 3 piezas (PROQUIMH San Nicolas de los Galg, MX.) adaptados para este
estudio (Figura 4). Se dejaron las larvas en lascfis, cambiando la hoja de frijol
diariamente hasta que las larvas alcanzaron @rtestadio (aproximadamente 6 d), tiempo
después del cual se traspasaron a las plantaigoiddéntro de las jaulas de pabilo.

Después de 22 d aproximadamente, se inspecciotesgaulas de las larvas en
busca de pupas, las cuales se colocaron en cajasdBente 9 a 12 d, hasta que
emergieron los adultos. Estos se transportaroa gldas en donde se encontraban el resto
de los adultos.

Figura 3. Jaulas de pabilo Figura 4. Vasitos de plastico de 125 mL de 3
empleadas para la cria de larvas y piezas para muestras de heces fecales, adaptados
adultos deE. varivestis para la cria de insectos y ensayos de actividad

~ 26 ~



5.2 Procedencia y reactivacion del aislamiento fungicos

Se emplearon dos aislamientos monoesporic@s Bassianadenominadas Bb37 y
Bb40 (Tabla 3). Estos los proporcioné el Laboratorio de Reproduccién de €dngani
Benéficos del Centro de Sanidad Vegetal del estado de Guanajuato (CESAVEG)

Tabla 3. Origen de los aislamiento d8eauveria bassiang&mpleadas en el estudio.

Aislamiento Hospedero de origen Origen Geografico
Bb37 Melanoplus differentiali§Thomas) Apaseo el Alto, Gto
Bb40 Phylophagaspp Huanimaro, Gto

Datos obtenidos de Ocampo-Hernandez, 2011

Los aislamientos procedieron de stocks de silica gel a -20°€a&evaron en cajas
de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA), las cuales se dejcaobando a 25°C, en

oscuridad durante 10 d o hasta que fuese visible la esporulacién del hongo.

5.2.1 Conteo de propagulos

Durante el trabajo experimental se realizaron determinaciodes las
concentraciones de los propagulos (conidios o blastosporas) tanto pararinuedios de
cultivo como para realizar bioensayos. En todos los casos, se padidatel-mL de una
solucion madre del propagulo y se mezclé en un tubo con 9 mL de Tweef.2%apara
obtener una dilucion 1:10; se agit6 el tubo en un Vortex durante 5 mand@spueés repetir
el procedimiento con esa dilucion y obtener una que fuera 1:100. En casondeesario,
se realiz6 una dilucion 1:1000 empleando el mismo procedimiento.

Todas las diluciones a evaluar se agitaron durante 5 min en Vestéamaron 10
puL de muestra y se colocaron en una camara de Neubauer. $eposgr la muestra por
un minuto aproximadamente, para después observar al microscopio cortieb digjg. Se

contaron los propagulos de 5 cuadros de la cuadricula central de la camaeSigur
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Los conteos se realizaron por triplicado calculando la concenirde propagulos con

la siguiente formula:

Propagulos contados * Factor de dilucion * 1000
0.02

Concentracion (Propagulos/mL) =

5.2.2 Porcentaje de germinacion de propagulos

Durante el trabajo se asegur6é que cada una de los inéculos tavieracentracion
indicada de propagulos viables. Para ello, en un tubo Eppendorf de bawnlocaron 10
puL de la solucion concentrada del propagulo y se agregaron 990 uL de2vak0.1%.
El tubo se agité en Vortex durante 5 min, se tomaron 5 pL de lansitape se inocularon
sobre un trozo de PDA colocado en un portaobjetos estéril; despuésiéekabar con el
in6culo con un cubreobjetos, igualmente estéril. Se incubd el portaobfetosa camara
hameda a 25°C (x2°C) por 16 h para esporas y por 12 h para blastospquass Diesla
incubacion, se observo el trozo de PDA al microscopio con objetivo 4@Xgterming el
porcentaje de propagulos viables, evaluando 100 estructuras. Se considebles
aquellos propagulos que presentaran un tubo germinativo de una longitudanteaywoitad
del tamafo de los mismos (Wraigttt al, 2007), registrando los datos de aquellos que

fueran viables y los que no lo fueran. Cada conteo se realiz6 por duplicado.

Figura 5. Sitio de conteo en la camara de Neubauer
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5.3 Seleccion de medios de cultivo

Para cumplir el objetivo de potenciar la produccion de enzimas $eaera 7
medios de cultivo, los cuales se prepararon utilizando como base unmieelial minimo
(MM) (Tabla 4).

Tabla 4. Medios de cultivo liquidos empleados para el crecimiento de |@aésitos de
B. bassiana

Medio Fuente de Carbono Fuente de Nitrégeno

Base* (% m/v) (% m/v) Radio C:N Clave
MM  Quitina coloidal (1%)  -------- 6.5:1 G
MM  Quitina coloidal (1%) Peptona (0.5%) 731 GNy
MM  Quitina coloidal (1%) Semilla de algodén (0.5%) 7.3:1 GN2

Exuvias de 5:1 G
MM  Lepidoptero (0.5%) -
Exuvias de 9:1 GN;

MM  Lepiddptero (0.5%) Peptona (0.5%)

Exuvias de 8.2:1 GN;

MM  Lepidoptero (0.5%) Semilla de algodon (0.5%)
* KH,PQ,1.5 g, MgSQ-7H,0 0.5 g, KCI 0.5 g, FeS@ mg, ZnSQ1 mg, Agua destiladal L

Los componentes empleados (exceptuando la semilla de algodon)cseosaten
en base a que habian sido reportados en la literatura como potermscaatagproduccion
de metabolitos en cepas de hongos €tial 2000; Nahaet al, 2004; Wanget al, 2004;
Safaviet al, 2007; Rangeét al, 2008; Hutwimmeset al, 2010; Tlecuitl-Beristairet al.,
2010). Se empleo el caldo dextrosa Sabouraud (CDS) como cultivo dencifermara

comparar los niveles de enzimas producidos por los aislamientos.

5.3.1 Cultivo de los hongos y toma de muestras

Los hongos se cultivaron en 150 mL de los medios ya indicados, en matraces de 250
mL. Cada matraz se inocul6 con una cantidad de esporas viablek fdem& que la
concentracién final en el medio fuera de 1X&6nidios por mL. Los matraces se agitaron
a 180 rpm durante 5 dias a temperatura de 25°C (+2). Cada tratasgerdalizd por

triplicado.
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Cada 24 h se tomaron 10 mL del cultivo liquido en tubos de plasticordé ¥5e
centrifugaron a 7,000 rpm a 4°C durante 20 min. Posteriormente, el sobtensaléiltro
empleando papel Whatman #1. El filtrado se consider6 como el exéramitoatico, del
cual se colocaron alicuotas en tubos Eppendorf de 1.7 mL y se a#ér@aca -20°C hasta

Su procesamiento.

5.4 Medicion de la actividad de la proteasa Prl

Para determinar la actividad de Prl se emple6 el sustratois@aleinina)-prolina-
fenilalaninap-nitroanilina (SAPFNA) (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1mM
(Montesinos-Matia®t al, 2008). Para lograrlo, en una placa de 96 pozos se colocaron 20
uL del extracto enzimatico, 170 uL de buffer Tris-HCI (pH 80yuL de sustrato por
pozo. La reaccion se dejo incubando a 25°C durante 5 min para despugsiserihancia
en un lector de micro placas (BIORAD® 550 Microplate Reader) end055e determind
la concentracion de nitroanilina liberado mediante una curva de acadibr de p-
nitroanilina comercial (Sigma-Aldrich) (Anexo 3). La actividaienatica se reporté como
unidades (U) por mililitro de extracto enzimatico, donde una unidadzil@&corresponde
a la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 nmolrdamiiina por minuto bajo

las condiciones de ensayo. Cada determinacion se realizo por triplicado.

5.4.1 Zimograma

Con la finalidad de confirmar que la actividad proteasa medida agsamente
debida a Prl, se desarroll6 un zimograma siguiendo el siguiente procedimiento:

Se seleccionaron so6lo algunas de las muestras que mostraronpnoaly@cion de
nitroanilina en el procedimiento anteriormente descrito. Un volume&® gid. del extracto
enzimético se mezcld con 20 pL de buffer de lisis (20% glicé@sty SDS, 25% Buffer
Tris-HCIl 1M pH 6,8 y 2 % azul de bromofenol). De la mezcla seatom20 pL y se
corrieron en un gel de poliacrilamida al 12 % a 40 mA en recirculaciégudeaal®C, hasta
observar que el azul de bromofenol migro hasta la base del gehpBsesl marcador de
masa molecular Precision Plus Pro¥&ifKaleidoscope Standars #161-0375) de BIORAD.
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El gel se lavé con buffer Tris-HCI 50 mM (pH8), durante 5 min ydés se coloco
sobre una membrana de nitrocelulosa impregnada con una mezataLdeutfer Tris-HCI
y 59 pL del sustrato SAPFNA. El gel y la membrana se incubaB®@ por una hora y
media aproximadamente.

La membrana se lavdé con 3 soluciones: nitrato de sodio (0.5% en HCI 1M)
sulfamato de amonio (0.5% en HCI 1M) y N-(1-naftil)-etilendianm(i@®&5% en etanol al
47.5%) (Vinokurovet al, 2005) durante 5 min cada una. Inmediatamente después de la
aparicion de bandas de color rosa sobre la membrana de nitrocelul@ss®e ésvolvio en

una bolsa de plastico y se guardo a -20°C.

5.5 Medicién de la actividad de la quitinasg-N-acetil-glucosamidasa (NAGasa)

Para determinar la actividad de la NAGasa se emple6 eatsystnitrofenil-p-N-
acetil glucosamina (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1 m{fohtesinos-Matias
et al, 2008). Las reacciones se realizaron en placas de 96 pozos. En aada pwzclaron
20 pL de extracto enzimatico, 140 uL de buffer de citratos-fosfaio4(8) y 40 pL de
sustrato enzimatico. La reaccién se dejo incubando a 37°C durante #dnpg tlespués
del cual se ley6 la absorbancia en un lector de micro plad@RfD® 550 Microplate
Reader) a 405 nm. Se determiné la concentracién de nitrofenol liberaderdio la
absorbancia obtenida entre el factor 11,934 Ma actividad enzimética se reporté como
unidades (U) por mililitro de extracto enzimatico, donde una unidadzil@&corresponde
a la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 nmotrdé&nol por minuto bajo

las condiciones de ensayo. Cada determinacion se realizo por triplicado.

5.6 Determinacioén de la actividad insecticida

Se determind la actividad insecticida de las blastosporas deislasniantos
desarrolladas en aquel medio de cultivo que promovié la mayor actividderlde
guitinasa. De igual manera se evaluaron las blastosporas propagatiaseglio CDS para

fines comparativos.
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5.6.1 Preparacion de los tratamientos

Los medios de cultivo propagados con los aislamient@ dassianae dejaron en
agitacion (180 rpm) durante 3 dias, tiempo después del cual se filtraron a travésajguna
de gasa estéril, a fin de retirar el micelio que pudiese gsisente. El volumen filtrado se
separ6 en 2 tubos de 50 mL. Al contenido de uno de los tubos (suspension magre) s
realizd conteo y prueba de viabilidad de blastosporas. El segundo teéntrsieigoé a 7000
rom a 4°C durante 20 min. El sobrenadante se filtr6 empleando un filtBo2@euL
(solucion filtrada).

A partir de la suspension madre se prepararon 5 concentraciotdasstisporas
entre el rango de 1X30y 1X1C@ blastosporas/mL. Se ajustaron las concentraciones
empleando la solucién filtrada.

Como control negativo se emple6 el filtrado del medio de cultivo sporeliente

sin haber sido inoculado con alguno de los hongos.

5.6.2 Bioensayos

Se emplearon larvas &e varivestisde tercer estadio temprano (aproximadamente 6
d de edad), las cuales se desinfectaron lavandolas con hipoclorgodae al 0.1%,
enjuagandolas dos veces con agua destilada y dejandolas secar por 20 min.

Los bioensayos se realizaron utilizando el método de inmersion (Ppdéaeiga,
2005b). Las larvas se colocaron en vasos desechables limpios por gripassketos. Al
vaso se le agregaron 5 mL de la suspension de blastosporasaa, egitando suavemente
en forma circular durante 10 seg. Posteriormente, el vaso sedinsatire un papel
adsorbente dejando que las larvas se movieran un poco para constaigueuan con
vida.

De manera individual, cada larva se coloc6 sobre una hoja de femtafry
desinfectada con hipoclorito de sodio al 0.01%. Tanto la hoja como daskamolocaron en
un vasito de plastico de 125 mL de 3 piezas, descrito anteriormentefdfwle de cada
vasito, se colocé un circulo de papel absorbente de aproximadamente de d® c
diametro, humedecidos con 500 pL de agua destilada estéril.
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Los frascos se colocaron a 25°C (x1), 55-60% de HR y fotoperiodo de (Liz12
oscuridad) durante 10 d. La hoja de frijol en cada frasco se cambié diariamenizsy ee
ser necesario se humedecio6 el papel adsorbente con agua destilada estéril

Diariamente se revisaron las larvas y se registro el mideindividuos muertos,
considerandose como tal, aquel insecto que no presentaba movilidad. Laslaeveas se
dejaron en el vasito para permitir la esporulacion del hongo y cwfila muerte por

infeccién fangica.

5.6.2.1 Experimento 1

Se realizaron bioensayos para determinar la concentraciomidi (Clso) de las
blastosporas de los dos aislamientoBdéassianadesarrolladas tanto en el medio CDS,
como en el medio que promovié en mayor medida la produccion de las dossenzima
evaluadas. Se emplearon 5 concentraciones de blastosporas egoutteraix18y 1X1.

Cada concentracion se evalué por triplicado, empleando 10 individuos por repeticion.

5.6.2.2 Experimento 2

Se determino el tiempo mediano de sobrevivencigo(®ar sus siglas en inglés), un
equivalente al tiempo letal medio (%), empleando sélo la concentraciéon de 1X10

blastosporas por mL. El experimento se realiz6 por triplicado con 10 larvas porigapetic

5.7 Anélisis Estadistico

Se realizaron comparaciones multiples de media con la prueba askeypmo
andlisis det de Student con la finalidad de encontrar diferencias entre losesatle
actividad enzimatica maximas entre los medios de cultivo ye emuslamiento deB.
bassiangpara cada una de las dos enzimas ensayadas.

Los resultados obtenidos del primer experimento de actividad indactss
sometieron a un andlisis Probit para obtener las rectas deidaglas cuales fueron
comparadas mediante sus pendientes y las elevaciones.Parerairgetion de Sb se
realizaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meyer y se canopamediante un analisis

Long Rank. Para ambos analisis se empled el programa estadistico SPSS 17 (2008).
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6. RESULTADOS




6.1 Actividad enzimatica de Pr1

La gran mayoria de los medios seleccionados y evaluados, a ddedehenedio
CDS, promovieron notoriamente la actividad de la proteasa Prl en aiskosientos
evaluados deB. bassiana (Figuras 6 y 7). No obstante, el medio que contenia quitina
coloidal (G) como unico ingrediente fue el que en menor grado promovié la produccion de

enzima (menos de 5 U/mL).
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Figura 6. Perfil de actividad enzimatica de Prl para dhmgento Bb37 cultivado en diferentes medios de
cultivo. Las barras en los diferentes dias indiglavalor del error estandar de 3 experimentos iedéntes,
con tres repeticiones para cada ensayo enzimatico.

El empleo exuvias de lepidépteroj@€omo unico ingrediente, promovio niveles de
actividad enzimatica maxima poco superiores a las 100 U/mL, emseldel aislamiento
Bb37, y superiores a dicho valor para el aislamiento Bb40 (Tablasl ®ombinar la
peptona (M) con G se distingue que para ambos aislamientos la actividad enzraétie
disminuida durante los primeros dias de incubacion. Sin embargo, paisdasliento
Bb37, N favorecié la produccion de la enzima después de 4 dias de inculzhei@anzar
niveles de actividad superiores a 110 U/mL, los cuales no se almargdansar solo £
Este fendmeno no se observo para el aislamiento Bb40, para el quakles de actividad
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enzimatica se elevaron gradualmente hasta ser superiofé¥|l&8mL, pero estos niveles
fueron inferiores a los maximos registrados en el medio que teniazsélo C
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Figura 7. Perfil de actividad enzimatica de Prl para daasento Bb40 desarrollado en diferentes medio de
cultivo. Las barras en los diferentes dias indiglavalor del error estandar de 3 experimentos iedéntes,
con tres repeticiones para cada ensayo enzimatico.

Al mezclar G con la semilla de algodon §Ncomo fuente de nitrégeno, se distingue
que la actividad enzimética en ambos aislamientos se elevficsijvamente, superando

en la mayoria de los casos los 120 U/mL.

Tabla 5. Actividad maxima de Prl y NAGasa de dos cepasBelmuveria bassiana
desarrolladas en diferentes medios de cultivo lighido.

Medio Pr1 (U/mL) NAGasa (U/mL)
Bb37 Bb40 Bb37 Bb40

CDS 7.715+0.416*  23.228+0.636° 2.123+0.168"  5.465+0.368°
C; 3.750 + 0.706* 2.287 £ 0.2% 1.816 £ 0.056*  0.614 + 0.048°
CiN; 102.184 + 0.308"  35.778 + 1.24%° 2.160+0.697*  1.518 +0.154"
CiN, 130.671 +3.102" 148.302 + 3.11% 9.348 £ 0.360"  11.052 + 0.256°
C, 103.839 £ 6.618" 117.813 + 2.13%" 5.037 +0.644"  4.832+0.39f"
C,N; 115.580 + 1.217*  109.113 + 3.488" 5.689 + 0.647*  3.659 + 0.03%
C:N, 140.757 + 0.408" 126.244 + 8.558" 9.022 +0.122* 9.05+0.102"

Mediade tres experimentos independientes, con trekaépbara cada ensayo enzimatico. Las medias segoah la
misma letra superindice minlscula en cada columnson diferentes de forma significativa, de acuerda prueba de
Tukey (p<0.05). Las medias seguidas con la misira Ruperindice maylsculas en cada fila, para eadana, no
presentan diferencia significativa de acuerdomu@bat de Studentd<0.05).
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Aunque las cinéticas muestran un comportamientatieor que se marca m
notoriamenteen el aislamiento Bb37, de manera general se 6 que los niveles d

actividad maxima se alcanzaron entre el 3er y Eald agitaciol

6.1.1 Zimograma

Se emplearon 5 extractos enzimaticos provenientetosl aislamientos Bb37
Bb40 desarrollados ezl medio 4N,. En todos los casos se form6 una banda de caa
sobre la membrana de nitrocelulosa la cual tuvealar aproximado de ; =30,339 Da
(Figura 8).
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Figura. 8. Deteccion de la actividad proteolit sobre el sustrato SAPFNAe una enzima presente en
extractos enzimaticos de los aislamientos Bb3740Bin el medio 1N,

6.2 Actividad enzimatica de NAGas

En el sobrenadante del cultivo del aislamiento B&3 2l medio CDS, se detectc¢
actividad de la NAGasa en cantidades poco supsratas 2 U/mL, mientras que con el
aislamiento Bb40, su produccion se vio favorecidgadualmente alcanz6 niveles mas
del doble (5.46 U/mL) (Figuras 9y).
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Al usar G como unica fuente de carbono en el medio, los niveles de actividad
registrados para los dos aislamientos no fueron superiores a lasL2 roientras que al
incorporar N como fuente de nitrdgeno, se alcanzaron niveles mayores cotagli@no
Bb37 y que con el aislamiento Bb40. Al mezclarddn N los niveles de actividad se
elevaron significativamente llegando a las 9.34 U/mL en elnaisfdo Bb37 y a las 11
U/mL en el aislamiento Bb40.
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Figura 9. Perfil de actividad enziméatica de NAGasa paraislamiento Bb37 desarrollado en diferentes
medio de cultivo. Las barras en los diferentes did&can el valor del error estdndar de 3 expertoen
independientes, con tres repeticiones para cadg@esizimatico.

El emplear sélo £€en el medio, se observaron actividades maximas de NAGasa de
aproximadamente de 5 U/mL para ambos aislamientoB.dbassiana. Cuando se
mezclaron @ con N, se alcanzaron actividades maximas cercanas a las 6 U/mlL en e
aislamiento Bb37, pero en el Bb40 se observo una disminucién en los valorésbajor
de las observadas en el medio con sglo C

Al agregar N al medio de cultivo junto con Cen ambos aislamientos d&
bassiana se observd un incremento gradual de las actividades a partir dedsedia de

incubacion, alcanzandose actividades maximas de NAGasa de aproximadamerite 9 U/m
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Figura 10. Perfil de actividad enzimatica de NAGasa paraiglmiento Bb40 desarrollado en diferentes
medio de cultivoLas barras en los diferentes dias indican el vd@rerror estandar de 3 experimentos
independientes, con tres repeticiones para cadg@eszimatico.

6.3 Actividad insecticida

Se evalud la actividad insecticida de los aislamientoB.dbassiana empleando las
blastosporas desarrolladas en los medios CDS (medio de control) y erysbde C

6.3.1 Experimento 1

En general, en este experimento se observd que la sobrevivencilawda fue
disminuyendo conforme se incrementaba la concentracion de blastogpguaa 11). Las
blastosporas, de los dos aislamientosBddassiana, desarrolladas en el medioNG,
mostraron un 0% de sobrevivencia en cada una de las repeticionesetisdpss a una
concentracién de 1X£®lastosporas/mL (Figura 12). Sin embargo, esos valores no difieren
estadisticamenteo(ds (o), # -1, p = 0.374) entre la sobrevivencia generada por la misma
concentracién de blastoporas procedentes del medio CDS para amawseatisls. Las
CLsp para las blastosporas de cada uno de los aislamienBddssiana desarrolladas en

los dos medios de cultivo seleccionados se resumen en la tablawtramdo diferencia
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significativa entre los valores de la pendiente y elevacion lparanalisis Probit del
aislamiento Bb40.
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Figura 11. Sobrevivencia de larvas de 3er estadicEdearivestis a blastosporas de 2 aislamientosBle
bassiana desarrollados en 2 medios liquidos distintos

Tabla 6. Concentracion letal media para las blastosporas de los aistamide Bb37 y
Bb40 desarrollados en el medio de CDS y medN,C

Aislamiento Medio de Clso
cultivo (blastosporas/mL) Intervalos de confianza a 95%
Bb37* CDS 9.9X10 3.5 X10-1.4X10
CiN2 1.06 X 16 7.17X10-1.56X10
BbAO™ CDS 9.77X16 6.29X16-1.59X10
CiN2 2.1X10 1.71X16-2.81X10

* Pendientest=1.247 p > 0.2. Elevaciont= 2.20,p > 0.05
** Pendientest= 3.310,p < 0.025
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6.3.2 Experimento 2

En este experimente obtuvieron valores de §lde 4 dias para las blastosporas de
los dos aislamientos d& bassiana desarrollados en el medio de Sabouraud, y de 2 dias
para las que crecieron en el medigNg (Figura 13). No se encontraron diferencias
significativas entre los aislamientos para el mismo medis 0.51;p=0.47 para CDSy* =
0.002;p=0.962, para €N). Sin embargo, si existié diferencia de los;§dl comparar el
mismo aislamiento entre los dos medigs £ 39.71;p<0.001 para Bb37;* = 26.14;p
<0.001; para Bb40).
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Figura 12. Sobrevivencia de larvas de 3er estadio Hlevarivestis a la concentracion de 1X40
blastosporas/mL.
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Figura 13. Curva de sobrevivencia Kaplan-Meyer de larva8eteestadio d&. varivestis a la concentracion
de 1X1Gblastosporas/mL.
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7. DISCUSION




Existen reportes de varios grupos de investigacién, de que puedeim exist
variaciones entre la virulencia de conidios y blastosporas de hongmsopatégenos
(HEP) al crecer en diferentes tipos de sustrato, observandoselagian con las fuentes
de nitrégeno y carbono empleados en el medio y su relacion C:N (&ualta 1994,
Gallegoset al., 2002). En el presente trabajo se evalud la actividad enziméaticaltivo
de blastosporas en un medio mineral con una fuente de carbono y nitrégeam@néi
seleccionadas (@l;) y al compararlo frente a un medio de cultivo tradicional (Co&),
radios C:N de 7.3: 1 y 35:1 (Tabla 4), respectivamente, asi comosano#dios minimos
con otras fuentes de carbono y nitrégeno. Tanto la cantidad commo aldifuente de
nitrdgeno empleado en un medio, son parametros que nos hacen consfderaa &n que
seran empleados por los HEP y la posible influencia metabdlica que sarg@ameellos, de
tal forma que si la fuente de nitrégeno es limitada, estausibzéada primeramente para la
produccion de proteinas, como las enzimas (Campbell, 1957), y dependiendo de la
naturaleza de dicha fuente de nitrdgeno, ésta puede inducir@lecpion de metabolitos
especificos, como las enzimas degradadoras de cuticula (BixBet@l. (2005) lograron
relacionar de manera conjunta el incremento de la virulencia daislamiento de
Metarhizium anisopliae con niveles elevados de actividad de Prl producidos en un medio
con extracto de levadura con una relacion C: N de 5.2:1. Dicho antecedente fue cansiderad
en este proyectos para evaluar las blastosporas desarrolladat medio GNo,
seleccionado a partir de que promovié los mayores niveles de actividaddgca de la
proteasas Prl y NAGAasa en los aislamiento8ekeiveria bassiana evaluados en este
trabajo (Tabla 5, Figuras 6 y 7). Cabe sefalar en este espacel cpactivo succinil-
(alanina)-prolina-fenilalanings-nitroanilina (SAPFNA), empleado para determinar la
actividad de la proteasa Prl, ha sido igualmente utilizado por vanijpgsgde trabajo para
el mismo fin (St Leger, 1987; Paterseiral., 1994; da-Silva Pintet al., 2002; Diaset al.,
2008; Zibaee y Bandani, 2009), sin que ninguno, con excepcion de Stet ejef1991)
hayan confirmado que la degradacién de dicho sustrato haya sido @oed#ima. Es por
ello que en este trabajo se optd por realizar un zimograma quematigra ubicar el peso
molecular de la proteina que estd degradando el sustrato. Lomdesutlel analisis
revelaron que el peso de la proteina es de aproximadamente 30 kDal, @roesponde
adecuadamente con lo que reporta St Legal (1992) que pesa la proteinasa Prl (Figura
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8). En base a esto suponemos que en los ensayos de actividad enzevalicanos la
accion de la mencionada enzima. No obstante, debemos aceptar quEsamaeanas
analisis que nos permitan sostener la afirmacion de la prasdacPrl, como lo hiso
también St Legeet al. (1991) mediante analisis RNA dot-blot e Inmunoblot.

Tomando en consideracion lo dicho en el parrafo anterior, discutimos gfextel
inductor de Prl por parte del nitrégeno extraido de la semilldgdeléam (N) resultd
bastante favorable, pudiéndose comparar con el generado por la cd#dciraectos,
calificado como un sustrato adecuado para tales fines. Sin embasgy niveles de
produccion enzimatica varia de acuerdo a los aislamientos evaluatiospmo o
demuestran trabajos como los de Dorgitial. (2008), y Qazi y Khachatourians (2008),
quienes empleando cuticula Bleammatocer us schistocercoides (Rehn) yStobion avenae
(Fabricius), respectivamente, lograron generar actividadesrdenBximas de 0.257 y
12.24 U/mL enB. bassiana. Dichos valores son menores a las encontradas en el presente
trabajo. Por otra parte Montesinos-Matéhsl. (2008) obtuvieron valores de cercanos a
120 U/mL, también eB. bassiana con cuticula ddenebrio molitor L. En base a nuestros
resultados y los reportados por otros grupos de investigacion creemek equpleo del
sustrato N resulta adecuado para reducir el tiempo que requieren los propaguBos de
bassiana para penetrar e infectar insectos, favoreciendo su empleo evsfaggalamientos
de produccion (Figura 9).

El empleo de la quitina coloidal {{’no favorecié considerablemente la produccion
de la enzima NAGasa como se esperaba. Esto Ultimo tomando ntenedentes trabajos
como los de Dhar y Kaur (2010) en donde con el mismo sustrato, lograememobiveles
de actividad de NAGasa de hasta 947 U/mL para un aislamiero lidssiana, valores
gue son superiores a los observados con nuestros aislamientos ebagie3in embargo,
nuevamente hemos de destacar la variacion en la produccion déG@AaNa y otras
enzimas entre aislamientos flngicos. Especificamente, Qddnaghatourians (2008)
reportaron actividades maximas de 2.39 U/ mL en un aislamierio libssiana, valores
gue son inferiores a los minimos encontrados en este trabajo (Figura 10).

Dhar y Kaur (2010) observaron que la presencia de extracto d#gutayaomo
fuente de nitr6geno, junto con el ingredientepomovia el incremento de las enzimas

quitinoliticas, similar a lo observado por nosotros con la combinagiip 8o se conoce
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con precision la forma en que la fuente de nitrégeno puede inducir la pévduaec
quitinasas, pero se asume que la presencia de la fuenteddemitien el medio favorece el
desarrollo de micelio, el cual en sus primeras fases de desarrollo se acomyrzdandgor
produccion de quitinasas.

En el presente trabajo, las blastosporas de los aislamientdd Oassiana,
evaluadas a una concentracion de Ptl@stosporas/mL, generaron mortalidades en larvas
de E. varivestis entre el 90 y 100%, dependiendo del medio de cultivo sobre el cual se
desarrollaron (Figura 11). De manera similar, otros grupos dgdretx@o el de Martinez
et al. (2000) evaluaron un aislamiento Bebassiana a una concentracion promedio de
3X10° blastosporas/mL, de manera tépica, sobre larvak. darivestis de £ estadio;
obteniendo mortalidades del 78% al cabo de 72 h de ensayo. A pesar déhgsealiores
fueron menores a los encontrados en este estudio, es necesario qogge&ya métodos
de inoculacion del patégeno fueron distintos. Mientras que el grupo denézaeinpled
larvas del ¥ estadio, nosotros evaluamos dél &stadio; asimismo, ellos emplearon el
método de aplicacion topica, y nosotros la técnica de inmersion. Ha, testa Ultima
garantiza el contacto del patdégeno en todo el cuerpo del insecto, porde meeementan
las probabilidades de que éste sea infectado, razon por la que graatsecomo el de
Posada y Vega (2005b) consideran que es una técnica de inoculaciéndapmaoia
determinar de forma rapida la patogenicidad de un hongo. Por di&alpafectividad de
la inoculacion topica esta sujeta al volumen del indculo y at kigaonde se coloque éste,
tomando en cuenta, por ejemplo, que algunas partes de los insectosusetranc
mayormente queratinizadas y por tal razon dichas zonas representarrena para que el
hongo pueda invadir el cuerpo del insecto (Charnley y Collins, 2007).

Gallegoset al. (2002) reportaron que al usar soya y haba como sustrato para un
aislamiento deB. bassiana, lograron producir blastosporas con valores deoCéobre
Amphidees spp.(Sharp) menores a las obtenidas en el medio de CDS. Esto indica que el
medio también influye en la potencia insecticida del aislami&nt@ste trabajo al analizar
los valores de las pendientes y de las elevaciones de lasaegseBrobit entre medios de
cultivo para cada aislamiento, se encontro diferencias signifisatntre la relacion dosis-
respuesta sobre las larvas He varivestis solo para el aislamiento Bb40 (Tabla 6),

denotandose que el medigNg; influy6 en la potencia de las blastosporas desarrolladas en
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él mostrando un valor de 4.5 veces menor que el obtenido con el medio CDS (Tabla 6).
Este fenbmeno no se observd para el aislamiento Bb37, quiza debido raalbéidad
génica entre aislamientos, caracteristica previamente discutida.

Al comparar los valores de GJ.que Ocampo-Hernandet al. (2011) reportaron
para los conidios de los aislamiento Bb37 y Bb4Bdaassiana (2.37 X 16y 3.13 X 16,
respectivamente) con los observados para las blastosporas, deshossnaislamientos,
desarrolladas en el medialG de este trabajo, no se encontré una marcada diferencia. Esto
significa que para matar el 50% de la poblacion de larvas dehwelaccon estos
aislamientos es indistinto emplear conidios o blastosporas. Etiati (1999) reportaron
resultados similares al no observar diferencia significativdos valores de Dy de
blastosporas y conidios de un aislamient@dbassiana sobreN. virescens. Sin embargo,
Behle et al. (2006) reportaron el caso contrario al evaluar un aislamientsada (P.)
fumosoroseus sobreE. varivestis, en donde la Clg para blastosporas fue 100 veces menor a
la de los conidios.

Las blastosporas desarrolladas en el megdiy @ieron mas virulentas, con valores
de SEo de 2 dias, que las que crecieron en el medio CDS (Figuras3)2 @dnsiderando
gue éste ultimo tiene peptona como fuente de nitrégeno, los resultadasmanas a los
reportados por Safaet al. (2007) donde los conidios de dos aislamientoB.dmssiana
eran mas virulentos contra larvas Taebrio molitor L. cuando se desarrollaban en un
medio enriquecido con peptona. Por otra parte, lerad. (1991), demostraron que en
medios limitados en nitrégeno se desarrollaron blastospomsbdssiana que reducen los
valores de Tky para Nephotettix virescen (Distant); y aunque el medio CDS es mas
limitado en nitrégeno que en ehIG, fue este Ultimo el que generd blastosporas mas
virulentas.

Se ha confirmado que las blastosporas de los HEP son mas sfapievaos
conidios en matar a la conchuela del frijol (Bedlleal., 2006) y a otros insectos como
Macrosiphoniella sanborni (Gillette) (Hall et al., 1979) yBemisia argentifolii (Bellows and
Perring) (Laceyet al., 1999). No obstante, Vandenbeatgal. (1998) mostraron que los
conidios y blastosporas d& fumosoroseus generaban el mismo efecto sobre el afido
Diuraphis noxia (Mordvilko). Las mortalidades obtenidas con blastosporas de los
aislamientos Bb37 y Bb40 del presente trabajo fueron superiores al 6A%ac
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concentracién mas elevada (1X1Blastosporas/mL), mientras que los conidios de los
mismos aislamientos y a la misma concentracion generaron matésidatre el 85 y 75%,
segun lo reporta Ocampo-Hernandszal. (2011). Encontrar valores cercanos de;CL
entre las blastosporas y conidios representa, en principio, una vestajdebido a que las
blastosporas son hidrofilicas (Holdral., 2007), caracteristica que las pone en desventaja
con los conidios que son hidrofébicos, lo que les permite adherirse majauticula de
los insectos (Lanet al., 1991). En lo que respecta a lograr alcanzag, @lenores con
blastosporas, esto puede estar relacionado con un patron de produccion laditoseta
secundarios como las toxinas, que coadyuvan en la muerte del insebi.pBtrén de
toxinas es caracteristico entre los distintos HEP e inclose aislamientos del mismo
hongo (Paterson 2006). Al emplear HEP como agentes de control biok&gimecesario
considerar el tipo de unidad infectiva que se desea utilizar. Los @a®miélieos, a pesar de
ser los comunmente empleados, guardan el inconveniente de que su produg@an a
escala llega a implicar costos elevados. Por otro lado, la produteidtastosporas en
medios liquidos, abarata los costos y disminuye los requerimi€aiusds de produccion
(Jacksonet al., 2006). Sin embargo, las blastosporas son mas labiles a las condiciones
ambientales y tienen un periodo de vida de anaquel considerablemsntertogjue el de
los conidios (Chong-Rodriguet al., 2011), razén por la que el nimero de productos
formulados en base a dichas unidades infectivas son escasos. Agestr, se reconoce
la necesidad de seguir investigando el uso de blastosporas y poderipnapgoductos
efectivos y competitivos.

La velocidad de germinacién de las unidades infectivas de los HbEfseata una
caracteristica particular asociada a la virulencia de las misnestrd menos tiempo pase
entre el contacto de la unidad infectiva con el cuerpo del inseldoggrminacion del
hongo, se asegura que factores como la desecacion, radiacion, iantipars
microorganismos saprofitos, inhibicion de lipidos cuticulares o c&mopor ecdisis,
intervengan en el proceso infeccioso al insecto (Hassah, 1989). Una blastospora
germina en menos tiempo de lo que lo hace un conidio, de tal fprenson mas virulentas
que éstos, lo que se traduce en tiempos de mortalidad mas codoshi@iet al., 1987).

En este trabajo se encontrd que las blastosporas, de ambos atsiandiesarrolladas en el
medio CDS a una concentracion de 1XMlastosporas/mL tuvieron valores desST
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correspondientes a 96 h (Figura 12). Este tiempo fue intermedi®a ya$00 h reportadas
por Ocampo-Hernandex al. (2011) para los conidios de los mismos aislamientos. Por otro
lado, las blastosporas que crecieron en el megia, @eneraron valores de $Te 48 h, la
mitad del tiempo que el encontrado para las blastosporas desarr@tadasdio CDS
(Figura 12).

En resumen, la principal aportacion de este trabajo deriva ennlajaseque
representa el disminuir el tiempo letal de un agente entomopat@geno lo esB.
bassiana a la mitad. La principal ventaja en el control de cualquier pgtaga un cultivo
tan importante como el frijol en México, deriva en que al morir rAgglo se alimentara
por menos tiempo y el dafio directo al cultivo serd menor, redundando er may
rendimiento de grano. De cualquier forma, se requieren mas espategefinir las
condiciones para mejorar la vida de anaquel de las blastosporas, y por endadtiacept

empleo de este tipo de bioinsecticidas en el campo agricola mexicano.
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8.CONCLUSIONES




e De los medios liquidos evaluados, el compuesto con quitina coloidal yasemi
de algoddn (€N,) induce, en los aislamientos Bebassiana Bb37 y Bb40, la
mayor produccion de la proteasa Prl y la quitinasa NAGasa, comidel
actividad enzimética de hasta 148 U/ mL y 11 U/mL, respectivamente.

e Cuando las blastosporas de los dos aislamientBsluissiana se desarrollan en
el medio GN_, les toma la mitad del tiempo provocar la muerte de laadate

E. varivestis, comparado con las producidas en medio de Sabouraud.

e Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten cogcleirlas
blastosporas de los aislamientosBiéassiana con que cuenta el CESAVEG,
pueden resultar efectivas en el control de larvds. darivestis. No obstante, se
requieren realizar investigaciones en campo para determinamdgeres
condiciones de aplicacion de los propagulos y eventualmente reaar |

formulaciones adecuadas para garantizar su efectividad en el biocontrol.
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