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RESUMEN

PADILLA M., G. N.; BERNAL U., M. G.; VELEZ A., P. E.; MONTOYA R., E. C. Caracterizacion patogénica
y morfolégica de aislamientos deMetarhizium anisopliaeobtenidos de diferentes ordenes insectiles. Cenicafé
51(1): 28-40. 2000.

Se seleccionaron 50 aislamientosMietarhizium anisopliagprovenientes de diferentes érdenes de insectos y zonas
geograficas por su patogenicidad a la broca del ebfgothenemus hampsi la capacidad de germinacion. Diez de

los 50 aislamientos se caracterizaron mediante parametros fisiolégicos como produccion de esporas en Sabouraud
dextrosa agar (SDA) y Agar agar complementado con macerado de brocas adultas al 0,96% (AAB), crecimiento radial
(SDA) y caracteristicas morfolégicas, como formacion de sinemas, color, aspecto de la colonia, produccion y difusion
de pigmento. La produccién de esporas en SDA fue mayor, principalmenidg@tf1 que a 30 dias de incubacion
produjo 6,5x10esporas/ml a 9235, con la mayor produccion 15 dias después de incubacion (Agbpbfas/ml).

No hubo diferencias en el crecimiento radial en cinco aislamientos cuyo diametro oscil6 entre 91,5y 93,5mm y en los
otros, entre 87,4y 89,5mm. El color de las colonids.@misopliaevarié de amarillo a verde y el aspecto de algodonoso

a compacto, segln la proporcion de micelio y esporas. Hubo formacién de sinemas en dos aislamientos y todos
presentaron pigmento; sin embargo, sélo tres lo difundieron al medio. La respuesta esporulativa al igual que el
crecimiento radial, la formacién de sinemas y la difusion del pigmento permitieron diferenciar aislamientos, mientras
que el color y el aspecto de la colonia no lo permitieron.

Palabras claves Hongos entomopatégenollypothenemus hampepatogenicidad, germinacion, caracteristicas
fisiolégicas, morfologia.

ABSTRACT

In order to evaluate pathogenicity and morphologyefarhizium anisopliag50 isolates from different insects and
geographic localities were selected according to pathogenicity to coffee berry borer and germination, with a minimum
value of 80% in both variables. Ten out of the 50 isolates evaluated were further characterized by physiological
parameters such as spore production in Saboraud dextrose agar (SDA) and water agar plugs with a macerate of adult
coffee berry borers 0,96% (AAB), radial growth (SDA), and morphological aspects such as synnemata production,
color, colony aspect, and pigment production and diffusion. Spore production was evaluated in SDA, in which the
highest averages were observed, mainly for Ma9101 with 6,3spb@es/ml after 30 days of incubation and Ma 9235

with the highest spore production after 15 days (4,4">sfi0res/ml). There were no differences in radial growth: for

five isolates diameter was 91,5 to 93,5 mm, and for the others 87,4 to 89,5 mm. Color varied from yellow to green and
the aspect varied from cottony to compact, according to mycelium and spore proportion. There was synnemata formation
in two isolates and all had pigments; however, only three diffused in the media. Sporulating response, radial growth,
synnemata formation, and diffusion of pigment in agar allowed differentiation of isolates, whereas color and colony
aspects did not allow it.

Keywords: Entomopathogen fungiHypothenemus hampecoffee berry borer, pathogenicity, germination,
physiological characteristics, morphology.
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La broca del cafélypothenemus hampes  crecimiento de este entomopatdgeno los sustratos
el insecto plaga de mayor importancia en lasSDA (Saboraud dextrosa agar) y PDA (Agar
plantaciones del café en el mundo por el dafipapa dextrosa), y para la produccién masiva el
que causa en la almendra (13). La Federaciosustrato mas cominmente usado es el arroz.
Nacional de Cafeteros de Colombia a través dévilay Umafia (1), registran que las esporas de
Cenicafé, ha desarrollado un Programa de MaM. anisopliaecultivadas en arroz, al cabo de 18
nejo Integrado que incluye el control cultural, el6 20 dias de incubacién se encuentran en 6pti-
control biol6gico, empleando enemigos naturaimas condiciones para su utilizacién como agen-
les como los hongos entomopatégeBeauve- te de control.
ria bassianay Metarhizium anisopliagy el
control quimico con insecticidas de baja toxici- M. anisopliaese caracteriza por ser mesdfilo,
dad. con unatemperatura 6ptima para germinaciéony

crecimiento de 25 a 30°C, una méxima de 32 a

El género Metarhizium fue descrito por 35°Cy una minima de 10 a 12°C (21).

Sorokin en 1883y con base en sus caracteristicas
morfolégicas se han descrito las variedddes Las colonias d&l. anisopliaeen PDA pre-
anisopliaevar. anisopliaey var. majus(23);  sentan un crecimiento de micelio con borde
estos criterios fueron utilizados en el laboratoridblanco y con grupos de conidi6foros que se
de patologia de insectos de Cenicafé para caraternan coloreados al multiplicarse las conidias,
terizar 51 aislamientos & anisopliagencon-  con diferentes variaciones de color: de olivo a
trdndose que la variedadisopliaefue la mas amarillo verdoso, de olivo a verde, decolorada
comun y solamente cuatro aislamientos de umn el envés, de color miel o amarillo palido y
mayor tamafio correspondieron a la variedagigmento amarillo que se difunde en el medio
majus Recientemente se han descrito las espg3). Este pigmento no es esencial para el creci-
cies M. flavoviridaey M. album (19); y en la  mientoy desarrollo, por ello puede considerarse
China se registraron tres nuevas espebles un metabolito secundario; sin embargo, algunos
cylindrosporae M. guizhouensey M. pigmentos juegan un papel importante en la
pingshaensg¢10). resistencia de las esporas en ambientes desfavo-
rables (9). Varios autores registran que algunas

La evidencia del ataque dd. anisopliae caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas pue-
sobre insectos, en condiciones naturales, ha sidten contribuir en la diferenciacion de aislamien-
descrita como "muscardina verde" en mas deéos (24, 27) y permiten el conocimiento basico
200 especies de insectos (25), exhibiendo difede determinado material biolégico.
rentes grados de especificidad, la cual esta
influenciada por las caracteristicas del patdgeno Debido a que no se han realizado estudios de
y de la cuticula del hospedante (11). Durante l@aracterizacion dd. anisopliagjue permitan el
patogénesi$). anisopliadiene la capacidad de conocimiento basico de dicho material biol6gi-
sintetizar enzimas extracelulares que puedeno, se hizo necesaria la realizacion del presente
degradar polimeros de la cuticula (proteinasestudio, el cual tuvo como objetivo primordial
lipidos y quitina), permitiendo el aprovecha- seleccionar aislamientos altamente patogénicos
miento de nutrimentos para su crecimiento (22)hacia H. hampeiy con alta capacidad de

germinacioén, para su posterior caracterizacion

M. anisopliaeasimila muy bien las fuentes morfolégicay fisiolégica, buscando seleccionar
de carbono organico e inorganico y no exigeaquellos aislamientos con mejores caracteristi-
requerimientos especiales de carbohidratos (14¥as para ser usados en programas de manejo
Varios autores registran como medios ideales dimtegrado de la broca del café.
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MATERIALES Y METODOS Los aislamientos ya reactivados permanecieron
en tubos con SDA sin acidificar y en AA (Agar
Se siguid la metodologia planteada en ehgar al 1,5%)Este procedimiento se realizé
flujograma descrito en la Figura 1. tanto para la preseleccion como para la conser-
vacién en glicerol al 10% de los aislamientos

I. Reactivacién de aislamientos d®l. aniso-  seleccionados para la caracterizacion.

pliae. Se tomaron 50 aislamientosieaniso-

pliae de la coleccién de entomopatdgenos ddl. Preseleccion de los aislamientodJna vez
Entomologia de Cenicafé, de los cuales se deseactivados los 50 aislamientos en la broca, se
cribe en la Tabla 1 su hospedante original ysometieron a las pruebas bioldgicas de
procedencia geogréafica. Estos fueron reactivadgsatogenicidad (8) y germinacion (26). Estas dos
utilizando adultos de la broca, siguiendo la mewvariables se tomaron como criterio de selec-
todologia estandarizada por Gonz#&eal.(8).  cién, de modo que aquellos aislamientos que
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Figura 1. Flujograma que ilustra la secuencia de etapas desarrolladas para la caracterizacion de aislamientos del hongo

Metarhizium anisopliae
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TABLA 1. Aislamientos dé/etarhizium anisopliaeon su hospedante original y procedencia geografica correspondiente.

CODIGO HOSPEDANTE ORIGEN

AISLAMIENTO GEOGRAFICO
Género y Especie Orden y Familia

Ma 9001 Ancognatha scarabaeoides Coleoptera: Scarabaeidae Colombia

Ma 9003 A. scarabaeoides Coleoptera: Scarabaeidae Colombia

Ma 9004 A. scarabaeoides Coleoptera: Scarabaeidae Colombia

Ma 9101 Scapanes australis Coleoptera: Scarabaeidae Papua nueva Guinea

Ma 9102 Brontista longissima Coleoptera: Hispidae Papua nueva Guinea

Ma 9103 Pemphigus trehernei Homoptera: Aphidae Reino Unido

Ma 9105 Heteronychus santae-helenae Coleoptera: Scarabaeidae Nueva Zelanda

Ma 9106 Costelytra zealandica Coleoptera: Scarabaeidae Nueva Zelanda

Ma 9107 Myllocerus discolor Coleoptera: Curculionidae India

Ma 9108 Cargolia arana Lepidoptera: Geometridae Colombia

Ma 9201 Nemocestes incomptus Coleoptera: Curculionidae EE.UU

Ma 9202 N. incomptus Coleoptera: Curculionidae EE.UU

Ma 9203 N. incomptus Coleoptera: Curculionidae EE.UU

Ma 9205 N. incomptus Coleoptera: Curculionidae EE.UU

Ma 9206 Aeneolamia reducta Homoptera: Cercopidae Colombia

Ma 9207 Mocis sp Lepidoptera: Noctuidae Colombia

Ma 9208 Hospedante desconocido Colombia

Ma 9209 Hospedante desconocido Colombia

Ma 9210 Hospedante desconocido Colombia

Ma 9211 Zulia colombiana Homoptera: Cercopidae Colombia

Ma 9212 Costelytra sp Coleoptera: Scarabaeidae Nueva Zelanda

Ma 9215 Porina sp Nueva Zelanda

Ma 9216 Oryctes rhinoceros Coleoptera: Scarabaeidae Nueva Zelanda

Ma 9217 Huesped desconocido Coleoptera: Scarabaeidae Nueva Zelanda

Ma 9218 Teleogrylus commudus Orthoptera: Gryllidae Australia

Ma 9219 Saricesthis germinata Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9220 Anaplognathus porosus Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9221 Rhopaea magicornis Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9222 A. porosus Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9223 S. germinata Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9224 Anaplognathus porosus Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9225 Rhopaea verreauxi Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9226 S. germinata Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9227 Anaplognathus porosus Coleoptera: Scarabaeidae Australia

Ma 9228 Hospedante desconocido Holanda

Ma 9229 Spp Homoptera: Cercopidae Brasil

Ma 9230 Spp Homoptera: Cercopidae Brasil

Ma 9231 Spp Homoptera: Cercopidae Brasil

Ma 9232 Bombix mori Lepidoptera: Bombycidae Japoén

Ma 9233 Saltahojas Homoptera: Cicadellidae Filipinas

Ma 9234 Spp Homoptera: Cicadellidae Belize

Ma 9235 Spp Homoptera: Cercopidae Belize

Ma 9236 Hospedante desconocido Colombia

Ma 9237 Plectris sp Coleoptera Colombia

Ma 9301 Ancognata spp Coleoptera: Scarabaeidae Colombia

Ma 9302 Prosapia

Ma 9303 Hypotenemus hampei Coleoptera: Scotylidae Colombia

Ma 9304 Cosmopolites sordidus Coleoptera: Curculionidae Colombia

Ma 9401 Hospedante desconocido

Ma 9601 Atta cephalotes Hymenoptera: Formicidae Colombia
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presentaron un valor mayor o igual al 80% dede cultivo se sometieron a choque térmico a
respuesta en ambas variables, se caracterizar8i@°C, utilizando bafio de maria durante 10 minu-
fisiolégica y morfolégicamente. tos.

Patogenicidad.El procedimiento sigui6 la me- Caracterizacion fisiolégica. Crecimiento ra-
todologia estandarizada por Gonzd&eal (8).  dial. Se inocularon 5pul de las suspensiones, en el
La evaluacién se realiz6 durante 12 dias y seentro de cajas de petri con 10ml de SDA sin
registré la mortalidad diaria y las etapas delacidificar. El material se incub6 a temperatura
desarrollo de la micosis sobre el insecto, adicioambiente durante 30 dias y se midi6 el creci-
nando agua destilada estéril (ADE) donde fuereniento con un noniémetro cada dos dias, a partir
necesario para favorecer el desarrollo de la erdel quinto dia de incubacién. El diametro de la
fermedad causada por el hongo en el insect@olonia se expresé en milimetros. Para la evalua-
cion de esta variable se us6 un disefio completa-
Germinacién. Se evaludé la capacidad mente aleatorio con 10 repeticiones/aislamien-
germinativa de los aislamientos simultaneamento. Como repeticién se tomo la caja de petri con
te a la prueba de patogenicidad, utilizando susel cultivo del hongo y para la comparacion de
pensiones de esporas con concentraciones geomedios se usoé la prueba de Duncan al 5%.
1x1Cesp/ml. El procedimiento consistié enino-
cular alicuotas de 5ul en cajas de petricon 10ml  Produccion de esporaEsta actividad se
de AA. Se marcé la cara posterior externa de ladesarroll6 en forma simultanea a la anterior y se
cajas de petri con 7 puntos correspondientes a@tilizaron las mismas suspensiones conidiales.
los lugares donde se depositaron las alicuotasa produccién de esporas se determiné en dos
posteriormente, se incubaron durante 24 horasmedios de cultivo: SDA sin acidificar y AAB
temperatura ambiente, tiempo después del cughgar-agua con broca al 0,96%), este Ultimo se
se adicion6 una gota de azul de lactofenol con edvalué para conocer la esporulacion del hongo
fin de suspender el proceso de germinacién gn presencia del insecto de interés y compararla
tefiir las esporas. Los puntos de inoculacion seon la obtenida en el medio sintético. Se inocu-
cortaron en cuadrados, se transfirieron alaminaksron alicuotas de 5ul en el centro de 10 cajas de
portaobjetos y se cubrieron con una laminillapetri con 10ml de cada uno de los medios en
para proceder al recuento. La observacién miestudio y se incubaron a temperatura ambiente.
croscoépica se realizdé con un aumento de 400x%,as evaluaciones de produccién de esporas se
determinando la germinacion en cinco camposealizaron al cabo de 8, 15, 21 y 30 dias de
microscoépicos/alicuota, totalizando las esporagcubacion.
germinadas y no germinadas; los resultados se
expresaron en porcentaje de esporas germina- Se determin6 el nimero de esporas genera-
das/repeticion. Para cada aislamiento se utilizadas en cada tiempo de incubacion mediante el
ron 5 cajas de petri por repeticion. depdsito de la totalidad del cultivo presente en
los 9cm de diametro de caja de petri, en
[ll. Caracterizacion fisiolégicay morfologica.  erlenmeyeres con 50ml de ADE+ tween 80 al
Se utilizaron las suspensiones de esporas de 10s1%, los cuales se agitaron durante tres minu-
aislamientos seleccionados en la etapa anterioips. A partir de esta suspension se realizaron
con una concentracion de 1%&8p/ml, conser- diluciones seriadas con un factor de dilucién de
vados en glicerol al 10%y almacenados a-25°C]1/10, hasta llegar a la dilucién que facilitara el
con el fin de asegurar disponibilidad del materiakrecuento de esporas en camara de neubauer.
biol6gico para cada una de las evaluacionePara analizar la informacion se realizé un anali-
Antes de suinoculacion enlos diferentes mediosis de varianza de una via, con cinco repeticio-
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nes/aislamiento/tiempo, considerando la caja deercero, por aquellos que presentaron una
petri con el cultivo del hongo como la unidad patogenicidad < 80% y germinacion > 80% y el
experimental. Para tal efecto se llevd a cabo la@ltimo grupo incluyé los que presentaron
transformacion a logaritmo (X+1000) y poste- patogenicidad y germinacion < 80%. Al obser-
riormente se realizé la prueba de Tukey al 5%yvar la respuesta de los aislamientos que confor-
maron los grupos 2y 3 es posible afirmar que no
Caracterizacion morfolégica. La determina- se presentd asociacion entre estas variables (Ta-
cion de las caracteristicas morfoldgicas comadla 3).
color, aspecto de la colonia, formacion de
sinemas, produccioén y difusién de pigmento de  Respecto alos aislamientos del primer grupo
los aislamientos seleccionados en la etapa antéfabla 3), el mayor porcentaje de patogenicidad
rior se bas6 en la observacion macroscopica de presentaron los aislamientivka 9230 yMa
las colonias. El procedimiento consistié en in0-9234 con un 93%, y el menor, el aislamiévito
cular alicuotas de 5pl en el centro de 10 cajas d@227 con el 83%. Para el caso de la variable
petri con 10ml de SDA sin acidificar, incubando germinacion, el mayor porcentaje lo presentaron
a temperatura ambiente por 30 dias. los aislamientosla 9212y Ma9236, con 99,1%
y el menor, el aislamientda 9101 con 89,4%.
En cuanto a la procedencia se hallé que un 40%
RESULTADOS Y DISCUSION provenian de hospedantes del orden Coleoptera,
30% del orden Homoptera, y 30% restante de
procedencia desconocida.
Seleccidn inicial de los aislamientod.a res-
puesta presentada por los aislamientos evalua- Teniendo en cuenta que se registro variabili-
dos enlas variables patogenicidad y germinaciédad patogénicay germinativa entre aislamientos
permitid establecer cuatro grupos: el primeroprovenientes de diferentes érdenes de insectosy
conformado por los aislamientos seleccionadogonas geograficas, se puede inferir que la capa-
para la caracterizacion (Tabla 2), el segundogidad patogénicay germinativa de los aislamien-
por aislamientos con porcentajes detos no obedece al hospedante original de los
patogenicidad > 80% y germinacion < 80%; elmismos. Estos resultados confirman los hallaz-

TABLA 2. Valor maximo, minimo y promedio de patogenicidad y germinacion de los aislamienistdeizium
anisopliaeseleccionados para el estudio de caracterizacion.

AISLAMIENTO PATOGENICIDAD GERMINACION
Prom (%) Max. Min. % Max. Min.

Ma9101 85,0 90,0 80,0 89,4 95,8 80,6
Ma9210 88,0 90,00 80,0 96,7 98,6 93,9
Ma9212 90,0 90,0 90,0 99,1 100,0 97,3
Ma9227 83,0 90,0 80,0 96,4 100,0 90,6
Ma9228 85,0 100,0 80,0 94,8 98,4 90,3
Ma9230 93,0 100,0 90,0 98,5 100,0 93,9
Ma9234 93,0 100,0 80,0 94,7 100,0 86,3
Ma9235 88,0 100,0 80,0 96,8 98,8 95,1
Ma9236 88,0 100,0 80,0 99,1 100,0 96,3
Ma9303 85,0 90,0 80,0 94,7 94,7 92,0

AISLAM: Aislamiento; %: Porcentaje.
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TABLA 3. Agrupacion de los aislamientos diéetarhizium anisopliagoor patogenicidad a la broca del café y por

germinacion.

GRUPO  AISLAMIENTOS Patogenicidad Germinacion
1 Ma9101, Ma9210, Ma9212, Ma9227, Ma9228, Ma9230, Ma9234,

Ma9235, Ma9236, Ma9303 > 80% > 80%
2 Ma9003, Ma9004, Ma9201, Ma9206, Ma9208, Ma9221, Ma9222,

Ma9223, Ma9232, Ma9237, Ma9601 > 80% < 80%
3 Ma9105, Ma9106, Ma9202, Ma9205, Ma9207, Ma9211, Ma9220,

Ma9224, Ma9229, Ma9231, Ma9301, < 80% > 80%
4 Ma9103, Ma9001, Ma9102, Ma9107, Ma9203, Ma9209, Ma9115,

Ma9216, Ma9217, Ma9218, Ma9219, Ma9225, Ma9226, Ma9233,

Ma9302, Ma9304, Ma9401 < 80% < 80%

gos de otros estudios donde no hubo correlaciécimiento lento, con unincremento de 1 a2mmde
entre la patogenicidad y el hospedante de dichadidmetro, lo cual se ilustra con los aislamientos
aislamientos (16). También se observé que loda 9227 yMa 9235 (Figura 2). El analisis de
aislamientoMa9215Ma9216Ma9217 yMa  varianza mostré diferencias entre aislamientosy
9224 pertenecientes a la variedadjor, mos-  la prueba de Duncan indicé que los aislamientos
traron baja patogenicidad hacia la broca. Estog;on mayor diametro en un menor tiempo fueron:
fueron aislados inicialmente de los hospedantebla 9227, Ma 9228, Ma 9230,Ma 9101 yMa
Porina, Oryctes rhinoceros)ospedante desco- 9236, con valores entre 91,4 y 93,5mm para los
nocido YAnaplognatus porosyugespectivamen- 27 dias de incubacion; el menor didametro lo
te. En otros estudios se registré que aislamientgsresentaron los aislamienida 9235, Ma 9303,
pertenecientes a la variedadajor y de los Ma9212Ma 9234 yMa 9210, con valores que
cuales sus hospedantes originales son del génesscilaron entre 87,4 y 89,5mm (Tabla 4).
Oryctes s6lo presentaron patogenicidad hacia

dicho orden insectil (6). De igual manera, estos
aislamientos presentaron baja germinacion, a 1o
excepcion del aislamientbla 9224. En otros 90 |
estudios, se registré esta misma tendencia de
baja germinacién, por parte de aislamientos de la
variedadmajor (15).

80

70

60 —o— 9227
—-— 9235

50 A

40 1

Caracterizacion fisiologica. Crecimiento ra- 30
dial. Todos los aislamientos presentaronlamist %« — —
ma tendencia a través del tiempo, mostrando la 5 remw ;stzncasadz; 2 25 21 29 3
curva tipica de crecimiento e iniciando con ung

fase no mensurable macroscopicamente, segui- o ) o
da de una fase de crecimiento acelerado en gg;?Z'if;eg',ﬁ?s'igﬁi‘;ﬁvﬁ’;i',g?”Qﬂidgozgf-,af lt?gx]/lée;tc(i)eslde
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Diametro (mm)

Caracterizacion fisiolégica y morfoldgica
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TABLA 4. Crecimiento radial de aislamientos de de esporas a los 15 dias de incubacion; sin
Metarhizium anisopliaeal cabo de 27 dias de incubacion embargo no hubo diferencia estadl'sticasignifi—

AISLAMIENTO DIAMETRO cv cgtlva con la produccion a los 21y 30 dias. Los

(mm) aislamientoda 9228,Ma 9230,Ma 9234 Ma

- 9236 yMa 9303 presentaron la mayor produc-

Ma 9101 91,4 1,2 i6nalos 21 di i dif .
Ma 9210 80 5° 23 ciénalos fas y no se encontraron diferencias
Ma 9212 88.0° 2.9 estadisticas con la produccién a los 30 dias, a
Ma 9227 93,52 0,0 excepcion del aislamientda 9228. Los aisla-
Ma 9228 93,3+ 0,3 mientoMa9101Ma9210Ma 9212 yWMa 9227
ma gggg 982'513: 1'2 presentaron la mayor produccién de esporas a
M: 9235 87 4 33 los 30 dias. El andlisis de varianza mostré dife-
Ma 9236 o1 2 15 rencias estadisticas entre aislamientos y medios
Ma 9303 87,9 5,4 de cultivo.

*Aislamientos seguidos de la misma letra no difieren , . ., . .
estadisticamente, segun la prueba de Duncan (P = 0,05) Alos 21 dias de incubacion, los aislamientos

Ma 9228 con 3,1x1%esp/ml y Ma 9101 con
Milner (15), afirma que es posible que algu-2,1x1Gesp/ml presentaron el mayor nimero de

nos aislamientos entren en un tipo de dormanciasporas y el menor, el aislamiema9210 con
fisiolégica, la cual los hace aptos para sobrevivi2,1x10esp/ml. Al cabo de 30 dias se produjo el
por periodos prolongados en el campo, fuera dehayor nimero de esporas en los aislamientos
insecto hospedante. Aquellos aislamientos qu&a 9101 Scapanes australjsy Ma 9228
en el presente estudio mostraron el mayor crecihospedante desconocido), con 6,5esp/mly
miento en menortiempo, poseen ventajacompa2,3x1¢ esp/ml, respectivamente, resultando
rativa sobre los demas, puesto que esta caractestadisticamente diferentes. Los aislamientos
ristica les permitird un mejor desempefio erMa 9210 (hospedante desconociddi 9234
condiciones de campo. (Homoptera) Wla 9303 H. hampe), presenta-

ron la menor produccién de esporas, con un
Produccién de esporasEn cuanto a la produc- registro que oscilé entre 2,3¥E3p/mly 3,4x10
cion de esporas en SDA, se destaca el aislamieasp/ml; éstos Ultimos no presentaron diferencias
toMa9235 que present6 una mayor produccidrestadisticas significativas entre ellos (Tabla 5).

TABLA 5. Produccién de esporas Wketarhizium anisopliaen SDA (Saboraud Dextrosa Agar).

TIEMPO 8 Dias 15 Dias 21 Dias 30 Dias

NES (e/ml) CV NES (e/ml) CVv NES (e/ml) CV  NES (e/ml) CVv
Ma 9101 1,5x10? 12,5 5,5x10% 36,2 2,1x16¢ 42,2 6,5x16° 158,7
Ma 9210 2,0x109 69,9 1,3x1& 10.7 2,1x16¢ 23,1 3,4x16¢ 135,1
Ma 9212 1,7x10¢ 19,9 4,7x16¢ 118,9 2,9x10 52.1 4,1x10° 58,7
Ma 9227 1,5x10¢ 193,4 2,3x16¢ 92,6 1,2x10¢ 84,5 2,8x10r 78,7
Ma 9228 1,6x102 35,6 8,6x10r 43,8 3,1x16r 32,2 2,3x16r 40,0
Ma 9230 1,2x10° 159,6 2,4x10° 52,3 4,4x10F 32.2 5,3x10¢ 60,4
Ma 9234 1,6x10¢ 18.7 1,4x16 6,4 3,4x10¢ 103,4 2,9x10 96,9
Ma 9235 2,0x10° 31,1 4,4x100° 12,5 3,9x1®¢ 28,4 4,4x10rd 22,8
Ma 9236 1,9x10° 56,4 3,5x10p¢ 24,3 8,4x10» 30,0 8,5x10 36,3
Ma 9303 3,4x10¢f 195,1 7,9Ex1® 172,3 1,7x10 150,6 2,4x10 59,4

Aislam= Aislamiento;NES= Numero de espora€V= Coeficiente de variaciore/ml= Esporas por mililitro; Promedios
seguido de la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de tukey (0,05).
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En AAB, todos los aislamientos presentaroncuenta la complejidad de los nutrimentos pre-
la mayor produccion de esporas al cabo de 38entes. El medio sintético esta conformado por
dias de incubacion. La mayor fue para el aislaglucosa y peptona, componentes simples si se
miento Ma 9212 Costelytra sp con 3,9x10  comparan con los polimeros constituyentes de la
esp/ml; este aislamiento fue a su vezcuticula del insecto, por tanto, es posible que el
estadisticamente diferente a los demas (Tukegroceso de degradaciéon de la cuticula pueda
5%). Lamenor produccién de esporas ocurrié einfluir en la respuesta esporulativa de los aisla-
el aislamienta 9303 {H. hampeicon 3,7x10  mientos en el medio adicionado con broca del
esp/ml, el cual no mostré diferencias estadisticasafé.
con los aislamientdda 9236 (hospedante des-
conocido),Ma 9235 (Homoptera) Wa 9230 Los resultados obtenidos en esta variable
(Homoptera) (Tabla 6). Aunque la mayoria deindican que no necesariamente la alta produc-
los aislamientos tuvieron mayor esporulacién ercién de esporas esta asociada a una mayor viru-
el medio sintético, los aislamientdda 9234 lencia del hongo hacia el insecto sobre el cual se
(Homoptera)Ma 9210 yWa9303 respondieron dirige el control, tal es el caso del aislamiento
mejor en AAB, y solo el aislamientda 9212 Ma9303, con un porcentaje de patogenicidad de
tuvo produccién similar en ambos medios. 85%, cuyo hospedante original es la broca del

café y cuya produccién de esporas fue

Shaerffenberg (21), establece que la cantisignificativamente menor en ambos medios eva-
dad relativa de fuentes de C (carbono) y Nuados. Este comportamiento esta de acuerdo
(nitrégeno) disponible para los hongos determicon otros estudios, donde se evalu6 la produc-
na si ellos producen esporas o micelio. Otrogién de esporas d& bassiang M. anisopliae
autores afirman que algunos de los materialeen sustrato arroz y broca, observandose que no
gue componen la cuticula del insecto contieneexiste asociacion entre las variables
un nimero de sustancias antifiingicas capaces @gatogenicidad y esporulacién (17).
interferir en el desarrollo de los hongos
entomopatégenos (12). De manera general, cada aislamiento mostro

una respuesta esporulativa variable dependien-

La esporulacion de los aislamientos en eldo del sustrato. En otros estudios enlos cuales se
medio sintético puede explicarse teniendo ervalué la produccion de espora8dbassiana

TABLA 6. Produccion de esporas Hketarhizium anisoplia@n AAB (Agar- Agar al 0,96% de broca macerada)

TIEMPO 8 Dias 15 Dias 21 Dias 30 Dias

NES (e/ml) CVv NES (e/ml) CVv NES (e/ml) CV  NES (e/ml) Ccv
Ma 9101 1,4x16p° 35,4 1,5x16° 41,9 3,6x16° 69,9 2,0x10° 71,3
Ma 9210 1,1x10% 48,8 1,1x100 43,1 2,0x1¢ 1147 1,4x10 40
Ma 9212 2,0x16 41,1 8,9x1¢° 50,1 5,6x16¢ 17,1 3,910 29,2
Ma 9227 1,3x10° 32,2 7,7x10% 47,7 2,2x10%° 35,1 1,6x10 48,1
Ma 9228 1,6x16 43,9 2,9x1¢¢ 53,2 2,5x100¢ 49,4 2,1x10° 78,3
Ma 9230 2.0x162 23,2 8,1x16° 34,4 2,3x10%° 42,6 3,9x16 44,2
Ma 9234 1,8x10° 22,8 5,3x1¢ 25,9 2,4x10%° 43,7 2,2x10° 78,6
Ma 9235 6,6x10¢ 54,6 3,7x1¢¢ 40,9 2,8x16 30,2 5,0x16 57,5
Ma 9236 1,2x16° 29,5 7,8x10be 41,2 1,9x1¢ 37,0 4,8x1& 32,9
Ma 9303 9,6x10d 63,8 4,0x16¢ 61,2 1,2x1¢¢ 78,6 3,7x1& 32,6

Aislam= Aislamiento; NES= Numero de esporas; CV= Coeficiente de variacién; e/ml= Esporas por mililitro; Promedios
seguido de la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey (0,05).
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en diferentes medios de cultivo, el comporta+a 3); esta caracteristica se encuentrainfluenciada

miento de los aislamientos fue distinto para logor la proporcion existente de micelioy esporas,

diferentes medios de cultivo (18). de modo que cuando la proporcion de micelio es
mayor a la produccion de esporas, su aspecto es

Con base en los resultados anteriores, pueddgodonoso. De la misma manera, si la propor-

inferirse que el medio de cultivo SDA ofrece cidbn de esporas es superior, su aspecto sera

mejores condiciones para la esporulacién, ecompactoy se evidenciael color. Laesporulacion,

comparacién con el medio AAB. varié de amarillo averde en diferentes intensida-
des (Figura 4).

Caracterizacion morfoldgica. El aspecto de

las colonias vari6 de algodonoso, aterciopelado Estas caracteristicas morfoldgicas, no per-

acompacto, ain en un mismo aislamiento (Figumiten la diferenciacion entre aislamientos debi-

Figura 3. Aspecto
macroscoépico de colonias
del aislamiento de
Metarhizium anisopliae
Ma 9235, en el medio
Sabouraud Dextrosa Agar.

Figura 4. Color de la
esporulacion presentada por|

Metarhizium anisopliaen el
medio Sabouraud Dextrosa Agar
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do a la alta variabilidad presentada aln en uamarillo intenso, la presentaron los aislamientos

mismo aislamiento, tal como se menciona erMa9212Ma 9235 Wa9234; en este ultimo fue

otros estudios (27). variable. Algunos estudios registran que los ais-
lamientos dBeauveria bassianamtensamente

La formacion de sinemas se presentd empigmentados fueron mas patogénicos que aque-

condiciones de laboratorio bajo luz constantellos que no produjeron pigmento (5).

por los aislamientosla 9210 (en forma varia-

ble) y Ma 9303 (de manera mas uniforme y  Los aislamientos que difundieron su pig-

abundante); el tiempo de aparicion estuvo entrenento en el medio presentaron una patogenicidad

15 a 21 dias de incubacion, para ambos aislaiue oscild entre 88% y 93%; sin embargo, esta

mientos. En la parte superior de los sinemas, searacteristica no puede atribuirsele sélo a aque-

observo un color amarillo mostaza, dado por ellos aislamientos con un mayor grado de

cumulo de esporas presentes en las cabezas jpigtogenicidad, ya que los aislamientos que no

dichos sinemas (Figura 5), caracteristica qu@resentaron difusion de pigmento fueron alta-

puede favorecer la dispersion de éstas, puestoente patogénicos hacia la broca.

gue estan depositadas en una parte donde

pueden ser facilmente removidas por corrien-  La difusién de pigmento puede ayudar en la

tes de aire. Otros estudios registran la formasliferenciacion de aislamientos; es asi como al-

cion de sinemas eRenicillium claviforme  gunos estudios de caracterizacién de aislamien-

cuando se alterné luz y oscuridad (4). Varelaos deB. bassianamuestran que la produccion

y Morales (24), afirman que esta caracteristi-de oosporeina permite la diferenciacion de éstos

ca puede permitir la diferenciacién entre ais{24). Esta caracteristica debe ser aprovechada

lamientos. en laformulacién de un bioinsecticida, ya que la
produccion de pigmento ha sido asociada con la

Se observo produccion de pigmento en todosesistencia de las esporas en condiciones natura-

los aislamientos en forma variable, con excepies (9).

cion del aislamientdvia 9228, el cual mostro

color de amarillo aanaranjado 6 de rosadoarojo A la luz de los resultados es posible inferir

vino. La difusion del pigmento caracterizada porque estas caracteristicas en forma conjunta pue-

el cambio de color del medio de cultivo a unden contribuir a establecer parametros de com-
paraciony diferenciacion entre los aislamientos.

Entérminos generales se registrd gran varia-
bilidad en la expresion genotipica de los aisla-
mientos principalmente en los parametros
morfolégicos; sin embargo, se destacaron los
aislamiento$1a9101 yMa 9228, por presentar
homogeneidad en la mayoria de los parametros
evaluados.

En cuanto al color de la esporulacion, Tulloch
en 1976 (23), sugirié que este parametro sola-
mente tiene mérito como valor taxonémico se-
Figura 5. Formacién de sinemas por el aislamiento deCUndario. Sinembargo, la identificacion de hon-
Metarhizium anisopliae, M8303, en el medio Sabouraud gOS entomopatdgenos aun se basa en criterios
Dextrosa Agar. morfoldgicos (7, 20, 24).
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La caracterizacion fisiol6gica de los hongoss8.
entomopatdégenos constituye una herramienta
para identificar variabilidad entre éstos y selec-
cionar patotipos con caracteristicas adaptativas
que favorecen su sobrevivencia y eficacia como
micoinsecticidas (7, 24). Sin embargo, se hacé
necesario correlacionar estos pardmetros con

estudios moleculares que permitan determinar elo.

origen genético de los aislamientos y su relacion
con lavirulencia sobre elinsecto al cual se dirige
el control.
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