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RESUMEN

VALDES D., B.E.; VELEZ A., P. E. Procedimiento para la evaluacién enzimatica cualitativa de los
hongosBeauveria bassiangy Metarhizium anisopliae Cenicafé 51 (2): 151-168. 2000.

Se busco estandarizar una metodologia de evaluacion enzimatica de acuerdo con el sustrato, el tipo de
preparacion d8. bassiang el tiempo de cultivo. Se utilizaron Caldo Sabouraud Dextrosa (CSD), agua
destilada (AD) y agua destilada mas macerado de broca adulta recién emergida (ADMB). Se usaron
suspensiones del hongo (SH), extractos metabdlicos (EM) y suspensiones sometidas a ultrasonido (SU) y
se seleccionaron dos aislamientos con diferente nivel de patogenicidad a la broca del café. Para cada una
de las preparaciones del hongo en los diferentes sustratos se inocularon tres medios con cada aislamiento.
Las muestras se tomaron a los 3, 11 y 15 dias de cultivo. La evaluacion enzimatica se realiz6 mediante la
técnica de Api-zym sobre cultivos realizados a partir de una concentracion de esporas conoéida (2x10
esporas/ml). Una vez seleccionada la suspension del hongo (SH), se evalud el sustrato utilizando 3
aislamientos. La respuesta enzimética mas alta se presenté en CSD, seguida por ADMB. Se seleccion6
ADMB paralas pruebas, ya que no hubo diferencias marcadas con CSD y simula el comportamiento natural
del hongo. El tiempo de cultivo se evalué con 4 aislamientos, a los 5, 8 y 12 dias de cultivo, en el medio
ADMB. Se escogi6 un tiempo entre 5y 8 dias para la evaluacion enzimatica. Con esta metodologia se evalud
la actividad enzimética de 39 aislamientosBdédassianay 19 deM. anisopliae.

Palabras claves: Control biolégicoH. hampeiB. bassianaM. anisopliag sustrato, suspension celular
y actividad enzimética.

ABSTRACT

The aim of the study was to standardize an enzymatic evaluation methodology according to substrate, type
of preparation oBeauveridbassianaand culture time. Sabouraud Dextrose Broth (SDB), Distilled Water
(DW), and Distilled Water plus comminuted adult coffee berry borer (ADMB). Fungus suspension (FS),
metabolic extracts (ME), and suspensions with ultrasound treatment were used, and two isolates with
different level of pathogenicity against coffee berry borer were chosen. For every preparation and every
substrate, three media were inoculated with every isolate. Samples were taken after 3, 11, and 15 days of
culture. Enzymatic evaluation was performed by Api-zym technigque on cultures grown from a known spore
concentration (2 x E&pores/ml). No differences were observed, so ADMB was selected. After selecting
fungus suspension (FS), the substrate was evaluated using three isolates. The highest enzymatic response
was shown in CSD, followed by ADMB. Culture time was evaluated with four isolates, after 5, 8, and 12
days, in ADMB. A time between 5 and 8 days was chosen for enzymatic evaluation. With this methodology,
enzymatic activity of 39 isolates 8f bassianaandMetarhiziumanisopliaewas evaluated.

Keywords: Biological control, Hypothenemus hampeBeauveria bassianavietarhizium anisopliae
substrate, cell suspension, enzymatic activity.
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La broca del caféHypothenemus hampei viamente la accion del hongo, utilizando su
(Ferrari), insecto plaga que afecta la caficulturacultivo en medios que incluyan el insecto de
en casitodos los paises productores es probablgiterés (4).
mente originaria del Africa Central de donde se
ha diseminado a otros continentes desde princi- Teniendo en cuenta que el uso exitoso de un
pios de este siglo (3, 8)B. bassianase ha agente de control bioldgico puede estar relacio-
registrado como enemigo natural de la broca dedado con su grado de especializacién hacia el
café, aislandose en todos los paises a los cualgfecto que se quiere controlar, debe evaluarse la
ha migrado este insecto, y su infeccionken  actividad enzimatica de estos hongos en sustratos
hampeies predecible, teniendo en cuenta lague contengan elinsecto, en los cuales se estimu-
particular susceptibilidad de éste al ataque dek |a produccién de enzimas especificas dirigi-
hongo (2). Lainfeccion puede ocurriratravés dejas a componentes particulares relacionados
dos formas: el hongo se disemina a medida qugon el proceso de penetracion e invasion del
la broca coloniza nuevas areas geograficas Rongo.
puede ser transferido a la broca a través de otros
insectos locales. Estas diferencias pueden serde E| presente estudio tuvo como objeto estan-
importancia en el desarrollo de un micoinsecdarizar una metodologia de evaluacion
ticidaya que un patdgeno que ha coevolucionadenzimatica cualitativa en diferentes sustratos,
con elinsecto hospedante puede diferenciarse @jpos de preparacion del hongo y tiempo de
patogenicidad, respecto a aquel que no lo hayltivo, para proceder a la caracterizacién de
hecho (6). otros aislamientos de estos hongos, teniendo en

cuenta la metodologia desarrollada.
Estudios recientes en la sistematica

micoldgica han mostrado el valor de las técnicas

guimiotaxonémicas para diferenciar entre las MATERIALES Y METODOS
poblaciones naturales de hongos; es asi como la

diferenciacion de los hong@ bassianay M.

anisopliaeasociados con hospedantes especifi- | a Tabla 1 describe los factores utilizados
cos o regiones geograficas se ha realizado tgyara la seleccion del sustrato, preparacion
niendo en cuenta patrones isoenzimaticos y redel hongo y determinacion del tiempo de
acciones fisiolégicas especificas (7, 11). Cenicuyltivo.

café cuenta con una coleccion de aislamientos de

estos hongos que esta siendo caracterizada degATERIALES

de el punto de vista morfolégico, bioquimico y

molecular. Dichos aislamientos han sido objetoSustratos. Caldo Sabouraud Dextrosa (CSD),
de trabajos para evaluar su actividad enzimaticAgua Destilada (AD) y Agua Destilada mas
en forma cualitativa y cuantitativa, a partir demacerado de brocas adultas recién emergidas
aislamientos previamente cultivados en medio$0,96g/100ml) (ADMB), suministradas por la
sintéticos. Adicionalmente, la literatura registraunidad de cria de broca de Cenicafé.

una gran cantidad de estudios tendientes a eva-

luar la respuesta enzimatica de los honBos Preparaciones del hongdSe utilizaron suspen-
bassianayM. anisopliagy larelacion de ciertas siones celulares (micelio y conidias) (SC), ex-
enzimas con lavirulencia al hospedante; muchogactos metabélicos (EM), es decir, suspensio-
de estos resultados se han obtenido en mediggs celulares previamente filtradas ap(,g
sintéticos con el sustrato que induce la producsuspensiones sometidas durante 10y 30 minutos
cion de la enzima sin haber especializado prea ultrasonido (60 KHz) (SU).
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Aislamientos.Se seleccionaron cinco aislamien- Caracterizacion. Con base en los criterios de-
tos con diferente respuesta de patogenicidad a &arrollados parala evaluacion enzimatica (Tabla
broca del café, Bb 9014 (39,9%),Bb 9015 1) se llevd a cabo la caracterizacion posterior de
(50%), Bb 9116 (45%),Bb9028 (76,6%) y los demas aislamientos de estos hongos, eva-
Bb 9307 (18,3%). luando la actividad en el sistema comercial Api-
zymy en sustratos sélidos.
Tiempo de cultivo.Se utilizaron tres tiempos en
la primera y segunda actividad (3, 11y 15 diasMETODOS
y 5,8y 12 dias enlatercera actividad (Tabla 1).
Estandarizacién de la metodologiaSe em-
Evaluacion.Para cada uno de los aislamientosple6 el sistema comercial Api-zym, método
en los diferentes sustratos y preparaciones dsemicuantitativo que incluye 19 sustratos
hongo se realizaron tres repeticiones. Se hizo ldeshidratados de enzimas. Lareaccion enzimatica
agitacion en un agitador orbital a 100rpm. En losse evidencia en una escala de color que provee el
dias de cultivo sefialados para cada etapa sistema; éste se trabajo segun las instrucciones
procedio a la toma de las muestras, a partir ddel fabricante (7).
cada uno de los recipientes con el cultivo del
hongo y una vez ajustada la concentracion d€aracterizacion de los aislamientosSe utili-
esporas (2xI0esporas/ml), se obtuvieron las zaron medios de cultivo quimicamente defini-
diferentes formas de cultivo del hongo para lados enlos cuales se incorpor6 la fuente de interés
evaluacién enzimatica extra e intra celular en e{citrato, quitina, glucosamina, N-acetil
sistema comercial Api-zym (bioMérieux). glucosamina, almidén, lactosa y lanolina, como

TABLA 1. Factores de seleccion en cada una de las actividades desarrolladas en el estudio de la evaluacion enzimatica
del entomopatégenB. bassiana.

ACTIVIDAD AISLAMIENTO  SUSTRATOS PREPARACION TIEMPO
DE EVALUACION
(Dias)
1 Bb 9014 Caldo Sabouraud Dextrosa  Suspension Celular 3
Bb 9015 Agua Destilada Estéril Extracto Metabdlico 11
Agua Destilada mas Suspension sometida
macerado de Broca a Ultrasonido 15
2 Bb 9028 Caldo Sabouraud Dextrosa 3
Bb 9116 Agua Destilada Estéril Suspensién Celular 11
Bb 9307 Agua Destilada méas
macerado de Broca 15
3 Bb 9014 5x*
Bb 9028 Agar Agua mas Suspension Celular 8**
Bb 9116 macerado de Broca* 12%*
Bb 9307

* El agar agar se adiciond a este sustrato con el fin de proveer un medio de soporte soélido para el crecimiento del hongo.
** Estos tiempos se adoptaron con base en la respuesta obtenida en las actividades 1y 2.
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fuentes de carbono. Ademas, Ureay extracto dgara el control de la broca del café, deben
levadura, como fuentes de nitrégeno) y un indi-expresar su potencial patogénico en presenciade
cador de pH, el compuesto purpura deagua libre.
bromocresol. Se determiné la produccion de
lipasas, esterasas y proteasas mediante la mefbiempo de cultivo del hongo. La Tabla 3 ilustra
dologia de Paterson y Bridge (10), modificadala respuesta de los diferentes aislamientos en los
por Valdés (13), y su actividad mediante eltrestiempos de evaluacion. En general, se obser-
sistema comercial Api-zym. v6 tanto en esta actividad como en las activida-
des anteriores que, a medida que aumenta el
] tiempo de incubacion de los aislamientos dismi-
RESULTADOS Y DISCUSION nuye su actividad enzimética. Por tal razon, se
seleccioné como o6ptimo un tiempo de cultivo
entre 5 y 8 dias para la evaluacion enzimatica.
Seleccion de la preparacion del hongdSe  Cabe anotar que sélo se observé actividad de las
presentd una menor respuesta enzimatica dehzimas en cinco de los 19 sustratos evaluados,
extracto metabolico del hongo, lo cual puedeen diferentes condiciones para cada aislamiento
atribuirse al efecto de los metabolitos presentegrabla 3).
en éste, a diferencia de aquella observada en la
suspension celular en la cual y debido a la Los resultados permitieron desarrollar una
dinamica del crecimiento del hongo sobre unmetodologia cualitativa sencillay confiable para
sustrato dado, se generan continuamente procg evaluacién enzimética de aislamientos del
sos enzimaticos. No se encontraron diferenciafongoB. bassianan sustratos que incluyen la
en laactividad enzimatica de la suspension cellbroca, insecto al cual se dirige el control, previa
lar y la suspension sometida a ultrasonido, debisu utilizacién a la de las metodologias para la
doaque conlos 2 tiempos de sonicacion empleateterminaciéon cuantitativa de actividad
dos (15 y 30 minutos) no se alcanzo la rupturanzimatica en las cuales debe considerarse la
celular, lo cual se comprobo por el crecimientodeterminacion de masa molecular, el pH y la
posterior del hongo en el medio nutritivo. Por taltemperatura 6ptima, Km para el sustrato, veloci-
razén, se selecciono lasuspension celular paratiad del proceso de expresion, etc. Esta metodo-
realizacion de las siguientes actividades: logia puede hacerse extensiva a la caracteriza-
cion enzimatica cualitativa de otros entomopato-
Seleccion del sustrato. En la Tabla 2 se muestrgenos utilizados para el control de otras plagas
la respuesta de las SC de los aislamientos en les cultivos de importancia econémica.
diferentes tiempos de evaluacién, segun el
sustrato. AUn cuando la mayor actividad  valdésy Vélez, (14) estudiaron la respuesta
enziméatica se present6 en CSD, se seleccion6 ghzimatica de aislamientos &e bassianaul-
medio ADMB como sustrato de crecimiento deltivado en sustratos sintéticos y a base de mace-
hongo para la realizacion de las pruebasado de broca adulta recién emergida. Encontra-
enzimaticas, en vista de que en ambos sustrat@sn una mayor actividad enzimatica en un menor
se presento actividad de las mismas enzimasiempo de reaccién cuando el hongo se cultivé en
pero laintensidad de la reaccion fue mayor en &| sustrato basado en macerado de broca, lo que
sustrato CSD. La seleccién del sustrato ADMBpuede exp”carse porque el contacto previo del
se realizd considerando las condiciones en |aﬁongo con los componentes presentes en el
cuales se presenta el hongo en forma natural, @stegumento del insecto activa su potencial
decir, las conidias o unidades infectivas de ésteynzimatico, con una mayor eficiencia de ataque
que se asperjan en las diferentes formulacioneg insecto. Dicha afirmacién coincide con los
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hallazgos de Fargues y Remaudiere (5), en uApi-zym, se destacamb 9001, Bb 9020, Bb
estudio acerca de la especificidad de hospedan@929 Bb9203,Bb9217,Bb9316,Bb 9409y
de estos hongos entomopatdgenos, en el cual 8b 9502 (Tabla 4).
concluye que las especializaciones mas extre-
mas entre un patdégeno y su insecto hospedante Conrelacién ala caracterizacién enzimatica
resultan de su coevolucién por un tiempo prode B. bassianan la metodologia de sustratos
longado, lo que implica de parte del microor-sélidos, cabe resaltar que se presentaron res-
ganismo que ejerce el control, el desarrollo dguestas similares en la mayor parte de los aisla-
un sistema mecanico y enzimatico de ataquenientos parala utilizacién de los sustratos Citrato,
especifico a los componentes propios del inQuitina, N-acetil glucosamina, Urea y Extracto
secto. de levaduray para la produccion de las enzimas
Lipasas, Esterasasy Proteasa en el sustrato basa-
Woodsy Grula (15) estudiaron la utilizacion do en caseina; la Unica diferencia se presentd
de nutrimentos de la cuticula de larvas depara la produccion de Proteasa en el sustrato a
Heliothis zeapor parte d&. bassianaParatal base de gelatina, en el cual sélo se evidencio
efecto se desarroll6 una metodologia de evaluaeaccion de los aislamientBb 9001,Bb 9007,
cion en la cual se presentaba una interacciéBb 9020 yBb 9203 (Tabla 5). No se observé
directa del hongo sobre las larvas del insecto yespuesta de ninguno de los aislamientos evalua-
sobre medios semisdlidos que incluian extractogdos con los sustratos Almidén, Lactosa, Lanolina
de éstas. y Glucosamina.

Bidochka y Khachatourians (1), estudiaron  En el hongoB. bassianada rapidez de la
la produccion de proteasas extracelulares deacciénenzimaticafue mayor en los aislamien-
B. bassiang su relacion con la virulencia sobre tosBb 9001,Bb 9017 Bb 9020 yBb 9217, para
la langosta migratoritelanoplus sanguinipes siete de los nueve sustratos evaluados, seguidos
en presencia de un macerado del insecto. Lde los aislamientd3b9009Bb 9024 Bb9025,
produccién de proteasas se evaluaba en un mBb 9409 yBb 9506, para seis de los 9 sustratos
dio artificial basado en gelatina, con el fin deevaluados (Tabla 8). Los aislamientos que pre-
establecer la respuesta del hongo en amba®entaron la mayor rapidez en la respuesta
sustratos. En oposicion a los resultados encorenzimatica en ambos sistemas fueBrf001
trados en el presente estudio, el hongo mostr{Coleoptera, ColombiaBb 9020 (Homoptera,
una mayor actividad proteolitica en el sustratd-ilipinas).
artificial que en el sustrato a base de cuticula, lo
que fue atribuido a la poca disponibilidad y  Los aislamientosMa 9209, Ma 9220, Ma
solubilidad de los nutrimentos presentes en est@222 yWa 9303 dévl. anisopliagnostraron una
ultimo. mejor actividad enzimatica con la mayor parte

de los sustratos evaluados en el sistema comer-
Caracterizacion de aislamientosLas Tablas cial Api-zym. Dentro de este grupo se destaca el
4,5, 6y 7 muestran larespuesta de los aislamieaislamiento Ma 9222 por presentar la mayor
tos deB. bassiang M. anisopliaeen el sistema actividad (Tabla 6).
comercial Api-zymy mediante el uso de sustratos
sélidos, respectivamente. La caracterizacién enzimatica de los aisla-
mientos deM. anisopliaesn la metodologia de

En cuanto a los aislamientosBlbassiana sustratos sélidos mostré6 una respuesta simi-
que presentaron actividad enzimaticaenlamaydar a la obtenida con los aislamientos de
parte de los sustratos en el sistema comerci@d. bassiana excepto en la prueba de Citrato
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TABLA 2. Respuesta de las suspensiones celulares de los aislamierBosdassianaen los diferentes tiempos de
evaluacion, segun el sustrato de crecimiento del hongo.

Aislamiento Dias Sustrato Lipasas Proteasas Fosfatasas
C1 c8 Valina Fosfatasa  Na.-A-S-BI-f
arilamidasa acida
30" 16h 30" 16h 30" 16h 30" 16h 30" 16h
AD 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0
3 ADMB 0-1 0-1 0-0 3-3 1-1
CsD 1-1 1-1 0-0 5-5 1-1
AD 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0
9028 11 ADMB 0-0 0-0 0-0 2-3 1-1
CSD 0-1 0-1 0-0 5-5 0-0
AD 0-0 0-1 0-1 0-0 1-0
14 ADMB 0-0 0-0 0-0 1-1 0-0
CSD 0-0 0-0 0-0 4-4 0-0
AD 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0
3 ADMB 1-1 0-1 0-0 3-4 1-1
CsD 1-1 1-1 0-0 5-5 0-0
9116 AD 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0
11 ADMB 0-0 0-0 0-0 4-4 1-0
CSD 0-0 0-0 0-0 3-4 0-0
AD 0-0 0-0 0-1 0-0 0-0
14 ADMB 0-0 0-0 0-0 1-1 1-1
CsD 0-0 0-0 0-0 4-3 0-0
AD 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0
3 ADMB 0-1 0-1 0-0 3-4 1-1
CSD 0-0 0-0 0-0 5-5 0-1
9307 11 AD 0-0 0-0 0-0 0-0 1-0
ADMB 0-0 0-0 0-0 5-5 1-1
CsD 0-0 0-0 0-0 5-5 1-0
AD 0-0 0-0 0-0 0-0 1-1
14 ADMB 0-0 0-1 0-0 1-1 1-1
CsD 0-0 0-0 0-0 4-3 1-1
AD : Agua destilada
ADMB:  Agua destilada mas macerado de broca
CSD: Caldo Sabouraud Dextrosa

30'y 16h = Tiempos de reaccién enzimatica.
0 = reaccién negativa; 1= reaccion débil, 2, 3y 4 = reacciébn moderada, 5 = reaccién fuertemente positiva
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Evaluacion cualitativa de la actividad enzimatica en aislamien®slibssianaeactivados sobre medios con macerado de broca del café, mediante la técnica

Api-zym.

TABLA 4.
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en la cual nbubo respuesta de los aislamientoscion de sustratos como fuentes de carbono y
Ma 9004, Ma 9206, Ma 9222, Ma 9223, Ma  nitrégeno, y una buena actividad enzimatica
9227 yMa 9237; variable para el aislamiento cualitativa, para ser usados en estudios sobre el
Ma 9236, es decir, reaccion positiva en algunogontrol biolégico de la broca del café. Las fuen-
casos y negativa en otros y positiva para loses de carbono y nitrdgeno son necesarias en los
demas aislamientos. No hubo actividad deprocesos de germinacion y crecimiento de las
proteasa G en los aislamientos evaluados excepifas de estos hongos entomopatdégenos y su
to conMa 9234 yMa 9235 en los cuales mostré capacidad de utilizar diversos sustratos presen-
una respuesta variable. Tampoco se observigs en forma natural les asegura una mayor
respuesta de ninguno de los aislamientos evaluaupervivencia (10, 12).
dos en Almidén, Lactosa, Lanolina y
Glucosamina (Tabla 7). En los aislamientos que presentaron la ma-
yor actividad enzimatica en un menor tiempo de
De los aislamientos dé. anisopliadareac- inicio de reaccién no se observa una caracteris-
cibn mas rapida para 7 sustratos la presentd &ita en particular que permita diferenciarlos te-
Ma 9208, seguido dela 9003,Ma 9212 yMa  niendo en cuenta su origen y la region geografi-
9601 para seis de los 9 sustratos evaluadasa. Tampoco se observa una tendencia definida
(Tabla 9). Los aislamientos que presentaron l&n la patogenicidad de éstos; es asi como se
mayor actividad enzimatica en ambos sistematienen porcentajes que fluctian entre el 4,9%y el
fueron Ma 9209, Ma 9220 y Ma 9303, sin  85%, conlos mayores porcentajes paralos aisla-
embargo, dicha actividad no correspondié anientos Bb 9217 (85%) yMa 9208 (82,5%).
los menores tiempos de inicio de la reacciérCabe resaltar que el aislamierBb 9001,
(Tabla 9). procedente del. hampeise destaca por su
mayor actividad enzimatica en un menor
En cuanto a la diferenciacion de los hongogiempo de reaccién, alin con porcentajes no
B. bassiang/ M. anisopliagbasada en el crite- muy altos de patogenicidad a la broca
rio de actividad enzimatica y tiempo de reac-(59,9%).
cion, se destaca una mayor actividad pBra
bassianay un menor tiempo de inicio de la La produccién de esporas por gramo de
reaccion parisl. anisopliaeen lamayor parte de sustrato de estos aislamientos, muestra diferen-
los sustratos evaluados, excepto la N-acetitias conlamayor produccion para el aislamiento
glucosamina, la Ureay el citrato. Bb 9217, sin embargo, no se tienen registros de
este Ultimo parametro en los aislamieniis
En general, no se presentd una asociaci68001 yMa 9208 (9). El mayor rendimiento del
evidente entre la actividad enzimatica de loshongo en un sustrato dado podria explicarse por
aislamientos y su grado de patogenicidad a lau mayor capacidad de asimilacién de los com-
broca del café, por cuanto aquellos aislamientopuestos presentes en éste, tal como se observé en
con la mayor actividad enzimatica no mostra-los aislamientos mencionados; sin embargo, no
ron los mayores porcentajes de patogenicidadse observo esta misma tendencia en los aisla-
tal como se ha registrado en estudios previomientos seleccionados.
(14).

La caracterizacioén realizada presenta un po-
tencial de aislamientos con una buena asimilat Gonzalez, M. T. 1998. Comunicacion personal.
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