Revista Colombiana de Entomologia 35 (2): 138-144 (2009)

Efecto del pH y de la actividad de agua sobre el desarrollo de Nomuraea rileyi

(Hyphomycetes)

Effect of pH and water activity over Nomuraea rileyi (Hyphomycetes) development

NATALIA AGUIRRE', LAURA VILLAMIZAR R.2, CARLOS ESPINEL C.> y ALBA MARINA COTES P.*

Resumen: El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda causa importantes pérdidas econémicas en cultivos de
maiz, sorgo y algodén. Una alternativa de control es el uso del hongo entomopatégeno Nomuraea rileyi que causa epi-
zootias naturales en campo. En el laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica se desarrollaron dos micoinsecticidas
a base de un aislamiento nativo de este hongo, formulados como un concentrado emulsionable y un granulado disper-
sable. La actividad insecticida de los productos fue significativamente menor a la obtenida con el hongo sin formular,
posiblemente por un efecto de la formulacion, considerando la susceptibilidad de este hongo a factores abidticos. Por tal
razon, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del pH y de la actividad de agua (Aw) sobre la germinacion,
esporulacion, crecimiento diametral y actividad insecticida de M. rileyi. Estos parametros se evaluaron utilizando medio
de cultivo YM ajustado a valores de pH de 4 a9 y a valores de Aw de 0.950 a 0.998. Los resultados mostraron que tanto
el desarrollo como la actividad insecticida del microorganismo se vieron afectados por el pH, obteniéndose los mejores
resultados dentro del rango de pH de 5 a 7. El microorganismo necesito altos valores de Aw (> 0.99) para germinar, cre-
cer, esporular y desarrollar la infeccion en el insecto. Los resultados permitiran optimizar las formulaciones, ajustando
condiciones mas adecuadas para el desarrollo y la eficacia del microorganismo.
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Abstract: The armyworm Spodoptera frugiperda causes important economical losses in corn, cotton and sorghum
crops. An alternative for its control is the use of the entomopathogenic fungus Nomuraea rileyi, which causes natural
epizootics in the field. At the Biological Control Laboratory of Corpoica, two mycopesticides were developed based on
a native isolate of this fungus, formulated as an emulsifiable concentrate and as a dispersible granule. The insecticidal
activity of the products was significantly lower than that obtained with the unformulated fungus, possibly due to the
formulation, considering the high susceptibility of this fungus to abiotic factors. For this reason, the main objective of
the present work was to evaluate the effect of pH and water activity (WA) on the germination, sporulation, radial growth
and insecticidal activity of N. rileyi. These parameters were evaluated by using YM culture media adjusted to pH values
from 4 to 9 and WA values from 0.950 to 0.998. Results showed that both development and insecticidal activity of the
microorganism were affected by pH, the best results being obtained with a pH range from 5 to 7. The microorganism
needed high values of WA (> 0.99) for germinating, growing and developing an infection in the insect. Results will
allow the optimization of formulations, adjusting to the most adequate conditions for development and efficacy of the

microorganism.
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Introduccion

El “gusano cogollero del maiz” Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) es considerado la pla-
ga mas importante del cultivo de maiz en muchas regiones
de América, incluyendo Colombia, donde este insecto afecta
ademas del maiz, cultivos como sorgo, arroz, caia de azucar,
algodon y pastos (Garcia ef al. 2002). El control quimico es el
método comtinmente empleado para su control, utilizandose
en muchas ocasiones por parte de los agricultores, el doble o
triple de las dosis recomendadas (Garcia y del Pozo 1999).
Una alternativa promisoria para el control de esta plaga es
el uso de hongos entomopatdgenos como Metarhizium spp.,
Beauveria spp., Lecanicillium spp. y Nomuraea rileyi (Far-
low) Samson, 1974 , los cuales actian por contacto, invaden
el cuerpo del insecto y causan su muerte (Villamizar et al.
2004). Su uso presenta varias ventajas frente a los insectici-
das quimicos, debido a que su espectro de accioén es menor,
su produccion masiva puede realizarse sobre sustratos econo-
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micos y su aplicacion en campo no representa riesgo toxico-
logico para otros seres vivos como aves, peces y mamiferos
(Bosa et al. 2004). Nomuraea rileyi es un hongo imperfecto
y dimérfico de crecimiento lento que ataca con gran especifi-
cidad los lepidopteros de la familia Noctuidae. Es altamente
sensible a las condiciones nutricionales y ambientales com-
parado con otros hongos entomopatogenos, lo que limita su
produccion masiva y formulacion (Trumper et al. 2004).

En el laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica, se ha
trabajado en los ultimos afios en el desarrollo de un micoin-
secticida a base de este microorganismo. Mediante bioensa-
yos con varios aislamientos se seleccioné un aislamiento de
N. rileyi producido en larvas de S. frugiperda con un porcen-
taje de mortalidad del 100% y los menores tiempos letales
TLsoy TLgy que correspondieron a 6,2 y 7,9 dias, respectiva-
mente. Posteriormente se determinaron las concentraciones
letales (CL) para este aislamiento, obteniéndose una CLs,de
9,8x10° conidios.mL! y una CLy, de 2,2x10° conidios.mL"!
(Bosa et al. 2004).
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Posteriormente, se estandarizo un sistema de produccion
masiva de conidios mediante fermentacion solida, con un
rendimiento de 3,0x10® conidios.g™!. A partir de los conidios
se desarrollaron dos sistemas de entrega para el micoinsecti-
cida, un concentrado emulsionable con una concentracion de
1x10"conidios.g" y un granulado dispersable con una con-
centracion de 1x10° conidios.g, con germinaciones del 92%
y 87% y una actividad insecticida del 64% y 31% respectiva-
mente. Las dos formulaciones afectaron negativamente la ac-
tividad insecticida del microorganismo posiblemente debido
al proceso de formulacion, puesto que el hongo sin formular
presentd un porcentaje de mortalidad del 95% (Villamizar et
al. 2004).

Debido a la disminucién en la actividad insecticida se
inicié una etapa de optimizacioén del producto ajustando la
composicion del mismo, las operaciones unitarias del proce-
so y evaluando el comportamiento ecofisiologico del micro-
organismo con miras a brindarle al hongo, las condiciones
optimas de desarrollo durante su produccion masiva y cuan-
do se encuentre formulado. Dentro de dicha caracterizacion
ecofisiologica, el presente estudio pretendi6 evaluar el efecto
del pH y el A, sobre el crecimiento, esporulacion y actividad
insecticida del hongo.

Materiales y Métodos

Se utilizo el aislamiento de N. rileyi codificado como Nm006,
aislado de larvas de S. frugiperda infectadas naturalmente en
campo. El hongo se encuentra crioconservado en el Banco de
Germoplasma de Microorganismos del Laboratorio de Con-
trol Biolégico de Corpoica, y los subcultivos se realizaron en
agar Extracto de Levadura — Extracto de Malta (YM) ajusta-
doapHS5,5y Ay 0.998.

Efecto del pH

Se evaluaron seis valores de pH: 4, 5, 6, 7, 8 y 9, los cuales se
ajustaron en medio YM. Se prepararon 20 cajas de Petri con
cada tratamiento y se evaluaron los parametros: germinacion,
crecimiento diametral, esporulacion y eficacia.

Para la germinacion se tomaron 0,1 g de conidios de un
cultivo puro de ocho dias de edad y se llevaron a un volu-
men de 10 mL con Tween 80 al 0,1%. A partir de esta sus-
pension se realizo una dilucion decimal y las dos diluciones
se sembraron por triplicado en las cajas de Petri con medio
YM ajustado a cada valor de pH en evaluacion. Las cajas se
incubaron a 23°C y transcurridas 24, 32 y 41 horas de incuba-
cién se cortaron tres fragmentos de un cm? de medio de cada
tratamiento y se les agregd una gota de azul de lactofenol. Se
evaluaron 10 campos 6Opticos seleccionados aleatoriamente
de cada fragmento de agar, los cuales fueron fotografiados en
un microscopio con una camara digital Nikon Coolpix 995
8,4 v-0,94 con aumento de 5,1X. En cada imagen se deter-
miné el porcentaje de conidios germinados evaluando una
poblacion de 100 conidios por unidad experimental (caja de
Petri) (Garcia et al. 2007a). El disefio experimental fue com-
pletamente al azar con medidas repetidas en el tiempo. Las
imagenes ademads fueron procesadas con el programa Image
J, con el cual se determind el area de 30 conidios germinados,
expresada como pixeles.cm™. Mediante un analisis de regre-
sion se establecio si estas areas se ajustaron a una cinética de
primera orden, representada por la ecuacion:

Log A=2,303log A, + kt (Ecuacion 1)

Donde,

A: area del conidio al tiempo t

A,: area del conidio sin germinar

k: velocidad de elongacion del tubo germinal (pendiente)
t: tiempo

Las pendientes de las rectas, correspondientes a la velo-
cidad de elongacion del tubo germinal, fueron comparadas
mediante un analisis de varianza (ANAVA) y una prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey (95%).

Crecimiento diametral. Se utilizaron tres cajas de Petri con
medio YM ajustado a cada valor de pH. Con un sacabocados
de cinco mm de diametro, se extrajo un disco del medio de
cultivo, de la parte central de la caja. Posteriormente, éste se
reemplazo por un trozo de agar del mismo tamafo crecido
con el hongo, de ocho dias de edad. A los tres, seis, nueve y
12 dias de incubacion, se midi6 con un calibrador el diametro
de la colonia (Garcia et al. 2007b). El disefio experimental
fue completamente al azar con medidas repetidas en el tiem-
po y tres repeticiones por tratamiento.

Los diametros obtenidos en los diferentes tiempos fueron
sometidos a un analisis de regresion, obteniéndose coeficien-
tes de correlacion >0,98 para todos los tratamientos (Tabla 1),
los cuales sugirieron una correlacion lineal entre el didmetro
de la colonia y el tiempo de incubacion, siguiendo una cinéti-
ca de orden cero representada por la ecuacion 2:

D =D, +kt (Ecuacion 2)
Donde,
D: didmetro de la colonia al tiempo t
t: tiempo

D,: diametro inicial de la colonia
k: velocidad de crecimiento diametral (pendiente)

Las pendientes de las rectas de cada tratamiento, corres-
pondientes a velocidad del crecimiento diametral del hongo,
fueron sometidas a un ANAVA y una prueba de comparacion
de medias de Tukey (95%).

Esporulacion. Se prepar6 una suspension de conidios ajus-
tada a una concentracion de 10° conidios.mL!, a partir de un
cultivo del hongo de ocho dias de edad. Posteriormente, se
sembraron por triplicado 100 pL de dicha suspension en cajas
de Petri con cada uno de los tratamientos y se incubaron a
23°C. La lectura se realizo después de 12 dias de incubacion.
Para ello se tomaron tres muestras de un cm? del medio de
cultivo de cada unidad experimental. Los tres fragmentos se
llevaron a un volumen de 10 mL con Tween 80 al 0,1% y
se realizaron diluciones decimales. Posteriormente, se eva-
lud la concentracion de conidios por mL mediante recuento
en camara de Neubauer (BOECO 1/10 mm) y el resultado
se expresd como conidios.cm? (Garcia et al. 2007b). Cada
evaluacion se realiz6 por triplicado, utilizando tres unidades
experimentales (caja de Petri) por tratamiento y el diseflo ex-
perimental fue completamente al azar.

Eficacia. Se realizo un bioensayo bajo condiciones de labo-
ratorio a 25°C y a 70% humedad relativa. El hongo fue culti-
vado en agar YM durante ocho dias. El cultivo se utilizo para
preparar las suspensiones de conidios correspondientes a
cada tratamiento (valores de pH). Los conidios se suspendie-
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ron en soluciones de Tween 80 al 0,1% ajustadas a los valores
depH4,5,6,7,8y09. La concentracion de conidios se ajusto
a la CL,, previamente determinada para este aislamiento y
correspondiente a 1x10° conidios.mL" (Bosa et al. 2004). Un
volumen de 1,2 mL de cada tratamiento se aplico por asper-
sion en el haz y en el envés de 30 hojas de higuerilla (Ricinus
communis L., 1753), previamente desinfectadas en una solu-
cion de hipoclorito de sodio al 0,5%. En el fondo de cubetas
plasticas de 16 onzas se colocd una servilleta himeda estéril,
una hoja de higuerilla inoculada y una larva de segundo instar
de S. frugiperda, proveniente de una cria mantenida en el La-
boratorio de Control Bioldgico de Corpoica. Los insectos se
mantuvieron bajo condiciones controladas a 25°C y 55% de
humedad relativa. El disefio fue completamente al azar, cada
recipiente constituy6 una unidad experimental y se utilizaron
treinta repeticiones por tratamiento. Para el testigo absolu-
to se utilizaron hojas desinfectadas sin ninguna aplicacion y
para el testigo tratado las hojas se asperjaron con Tween 80
al 0,1%. El registro de mortalidad se realizé cada dos dias
desde el cuarto dia posterior al montaje del bioensayo y hasta
obtener el 100% de mortalidad en alguno de los tratamientos.
Las larvas muertas se colocaron en camaras humedas para
confirmar la infeccion fungica.

Se calcul6 el porcentaje de eficacia mediante la féormula
de Abbott (Abbott 1925):

% Eficacia=(b -k /100 — k) x 100 (Ecuacion 3)
Donde,
b: % individuos muertos en el tratamiento
k: % individuos muertos en el testigo

Los resultados se analizaron mediante un ANAVA y una
comparacion de Diferencias Minimas Significativas (95%).

Efecto de la actividad de agua (A,)

Para evaluar el efecto de la actividad de agua sobre el desa-
rrollo del hongo se preparé el medio YM al cual se le adicio-
naron diferentes concentraciones de glicerol para modificar
el Ay. Se utilizaron: 2,67; 15,85; 31,70; 43,59 y 55,48 g.L'! de
glicerol, para obtener valores de actividad de agua de 0,990;
0,980; 0,970; 0,960 y 0,950 respectivamente (Hallsworth y
Magan 1997) los cuales fueron ajustados con un termocons-
tanter Novasina R1 SM. Como tratamiento control se utiliz6
el medio YM sin glicerol el cual tuvo una actividad de agua

Tabla 1. Velocidad de de crecimiento diametral para cada valor de pH,
expresada como la pendiente de la recta obtenida al correlacionar el
area de la colonia con el tiempo de incubacion. Tratamientos con la mis-
ma letra no presentan diferencias estadisticas segun prueba de Tukey
(95%).

Diametro de

Valores X Velocidad de Cocficiente
de pH co'gl,l:: (z:nl::ls)ll crecimiento de correlaciéon

4 39,3 2,155 b 0,99

5 32,5 3,077 ab 0,99

6 31,5 2,583 ab 0,99

7 29,0 2,927 ab 0,99

8 23,8 3,833 a 0,98

9 21,3 1,716 b 0,98

de 0,998. Se prepararon 30 cajas de Petri para cada tratamien-
to y se evalud el porcentaje de conidios germinados, el creci-
miento diametral, la esporulacion y la eficacia siguiendo las
metodologias previamente descritas.

Para el determinar la velocidad de elongacion del tubo
germinal, se analizo el area de los conidios como se men-
ciond previamente para el efecto del pH. La correlacion li-
neal entre el area de los conidios germinados y el tiempo de
evaluacion, en este caso present6 una cinética de orden cero,
representada por la ecuacion:

A=A,+kt (Ecuacion4)
Donde,
A: area del conidio germinado al tiempo t
A,: area de un conidio sin germinar
k: velocidad de elongacion del tubo germinal (pendiente)
t: tiempo

El crecimiento de las colonias con respecto al tiempo se
ajustd entonces a una cinética de orden cero, representada por
la ecuacion 2.

El hongo se cultivo en medio YM durante ocho dias y los
conidios producidos se suspendieron en soluciones de Tween
80 al 0,1% ajustadas a valores de Ay, de 0.998; 0.990; 0.980;
0.970; 0.060 y 0.950, con una concentracion final de 1x10°
conidios.mL"". El tratamiento control consisti0 en una sus-
pension de conidios en solucion de Tween 80 al 0,1% sin
glicerol. Con estas suspensiones se llevo a cabo el bioensayo
siguiendo la metodologia descrita previamente.

Resultados y Discusion

Efecto del pH

Germinacion. El hongo germiné rapidamente en todos los
valores de pH superiores al 95%. El analisis de varianza
ANAVA no detecto diferencias estadisticas (P > 0,05) entre
las germinaciones, indicando que el potencial de iones hidro-
nio entre el rango de 4 a 9 no tuvo un efecto significativo en
la germinacion de N. rileyi NmO006. Dicho resultado sugiere
que dentro de este rango no hay un valor 6ptimo para dicho
proceso fisiologico; por el contrario, para un gran numero de
hongos se define un valor exacto o un estrecho intervalo de
pH optimo para la germinacion (Moore 1996), por lo general
de caracter acido, como lo describié Sautour et al. (2001)
para los conidios de Penicillium chrysogenum (Thom., 1910),
cuyo pH optimo esta en el rango de 3,5 a 6,5.

Tabla 2. Velocidad de elongacion del tubo germinal para cada valor de
pH, expresada como la pendiente de la recta obtenida al correlacionar
el area de los conidios germinados con el tiempo de incubacion. Trata-
mientos con la misma letra no presentan diferencias estadisticas segun
prueba de Tukey (95%).

Velocidad de elongacion Coceficiente

Valores de pH

(pix.cm.h™) de correlacion
4 0,0169 b 0,95
5 0,0169 b 0,99
6 0,0187 a 0,97
7 0,0175 ab 0,95
8 0,0172 b 0,96
9 0,0177 ab 0,96
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De otra parte, como otra variable de evaluacion, a las 0,
24 y 41 horas de incubacion se midio el area de los conidios
germinados en cada uno de los valores de pH, lo que per-
miti6 estimar la velocidad de elongacion del tubo germinal
(Tabla 2). Para esta variable, la comparacion de medias de
Tukey detectd diferencias estadisticas en las velocidades de
elongacion del tubo germinal obtenidas con los tratamientos.
La mayor velocidad de crecimiento se obtuvo con el pH 6,
aunque no fue estadisticamente diferente de la velocidad ob-
tenida a pH 7 y 9, pero si fue estadisticamente superior (P <
0.05) a las obtenidas con los valores de pH 4, 5 y 8 (Tabla
2). Esta mayor velocidad de elongacion del tubo germinal
sugiere que este factor si tuvo un efecto sobre la velocidad
de crecimiento apical después de la germinacion. Este resul-
tado coincide con lo reportado por Garcia y Del Pozo (1999),
quienes determinaron que el pH optimo para el crecimiento
de M. rileyi se encuentra entre 5 y 8. Sin embargo, el hongo
presento crecimiento en todos los valores de pH, lo que coin-
cide con lo descrito por Hallsworth y Magan (1997) quienes
mencionan el amplio rango de pH (entre 2,9 y 11,1) en el cual
pueden crecer hongos entomopatdgenos como Metarhizium
flavoviride Gams, Roszypal, 1973, M. anisopliae (Metsch-
nikoff), Paecilomyces farinosus (Holmsk.) A.H.S.Br. & Sm.,
1957 y Beauveria bassiana (Balsamo Vuillemin).

Crecimiento diametral. El comportamiento de los diame-
tros de colonia obtenidos cuando el hongo se cultivd en me-
dio YM ajustado a diferentes valores de pH se observan en la
figura 1. Los diametros finales de las colonias después de 12
dias oscilaron entre 21,3 y 39,3 mm para todos los tratamien-
tos y se presentan en la tabla 1. La mayor velocidad de creci-
miento de la colonia se obtuvo dentro del rango de pH entre
5y 8 (Tabla 1), siendo estadisticamente inferior (P < 0.05)
cuando el pH se ajustd a los valores de 4 y 9. Este resultado
sugiere que el crecimiento de la colonia de N. rileyi Nm006
se reduce cuando el valor de pH se torna muy acido o muy
basico, siendo recomendables valores de pH mas cercanos a
la neutralidad.

El crecimiento de N. rileyi Nm006 en el amplio rango de
pH evaluado y la mayor velocidad de crecimiento a pH 8, el
cual es ligeramente alcalino con respecto a lo normalmente
reportado como Optimo para este hongo, podrian estar rela-
cionados con las caracteristicas propias de esta cepa, la cual
podria tener proteinas reguladoras de pH, como el factor de
transcripcion PacC. Este factor activa la expresion de genes
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Figura 1. Efecto del pH en el crecimiento diametral de N. rileyi
NmO006.

implicados en la regulacion del pH en Aspergillus nidulans
(G. Winter, 1884) cuando crece en un medio alcalino y en
el caso contrario, reprime la expresion de estos genes en un
medio acido. La presencia de esta proteina ha sido descrita
en otros hongos como las levaduras Saccharomyces cerevi-
siae Meyen ex E.C.Hansen y Candida albicans (C.P. Robin)
Berkhout, 1923 (Mingot et al. 2001).

Esporulacion. Cuando se evalud el efecto del pH sobre la
produccion de conidios de N. rileyi Nm006 se obtuvieron
rendimientos que oscilaron entre 7,53 x 10° conidios.cm™
y 4.60 x 10° conidios.cm™ (Tabla 3), no encontrandose di-
ferencias estadisticas entre los tratamientos (P > 0.05). Este
resultado indica que el pH no tuvo un efecto significativo en
el proceso de conidiacion. Sin embargo, la mayor esporula-
cion del microorganismo se obtuvo a pH 6, condicion en la
que también se obtuvo la mayor velocidad de elongacion del
tubo germinal, sugiriendo que este valor de pH favorece el
desarrollo del microorganismo.

La conidiacion implica la diferenciacion del comparti-
mento apical en una estructura reproductiva especializada
llamada fialide, la cual experimenta divisiones mitdticas que
permiten la produccion del conidio. Este evento esta regula-
do por diferentes estimulos ambientales que inducen la ex-
presion de mas de 80 genes implicados (Roncal ef al. 2002;
Roncal y Ugalde 2003), algunos de los cuales podrian ser
inducidos por cambios en el pH. Sin embargo, en el presente
estudio no se observo un efecto significativo de este factor
sobre la esporulacion de N. rileyi Nm006.

Los resultados permiten sugerir que para la induccion de
la germinacion, el crecimiento y la esporulacion de N. rileyi
Nm006, el rango de pH 6ptimo debe estar entre 5 y 8, siendo
posiblemente un pH de 6 el mas adecuado.

Eficacia. Los porcentajes de eficacia oscilaron entre el 83,33%
y el 100% (Fig. 2), siendo los valores obtenidos a pH 4 y 6
estadisticamente superiores (P < 0.05). Este comportamiento
podria deberse a que la actividad 6ptima de las proteasas Prl
y Pr2, enzimas producidas por varios entomopatogenos para
penetrar la cuticula del hospedero, es dptima a pH cercano a
la neutralidad, disminuye a pH por debajo de 5 y se inhibe
totalmente a pH 3. Ademas, luego de la degradacion de las
proteinas de la cuticula, el microorganismo produce quitina-
sas cuyo pH 6ptimo esté entre 5 y 8 (St. Leger ef al. 1998).
Los resultados sugieren que posiblemente este valor de
6 en pH permiti6 una adecuada actividad de las enzimas con
actividad proteasa y quitinasa involucradas en los eventos de
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Figura 2. Efecto del pH sobre la eficacia de N. rileyi Nm006. Trata-
mientos con la misma letra no presentan diferencias estadisticas segun
analisis de Diferencia Minima Significativa 95%.
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Tabla 3. Efecto del pH sobre la esporulacion de N. rileyi Nm006.

Valores de pH
4 2,60 x10°
5 2,23 x 10°
6 4,60 x 10°
7 4,00 x 10°
8
9

Numero de conidios.cm™

7,53 x 10°
1,73 x 10°

penetracion del insecto. Ademas, se observo una mayor velo-
cidad en la elongacion del tubo germinal, que podria permitir
que el apresorio se formara mas rapido sobre la cuticula del
hospedero y el proceso de penetracion también iniciara en
menos tiempo que con los otros tratamientos, lo que genera-
ria mayores porcentajes de mortalidad.

Efecto de la actividad de agua (A,)

Germinacion. El hongo germin6 rapidamente en el trata-
miento control (A 0.998) con un 95,7% de germinacion a las
24 horas de incubacion. Para las actividades de agua de 0.990;
0.980; 0.970; 0.960 y 0.950 se obtuvieron porcentajes de ger-
minacion del 11,3%, 5,2%, 0%, 0% y 0%, respectivamente a
las 24 horas de incubacion (Fig. 3). La germinacion obtenida
en el medio YM sin glicerol fue estadisticamente superior (P
< 0.05), Al reducir el A, del medio de 0.998 a 0.990 se pro-
dujo un efecto drastico en la germinacion del microorganis-
mo, la cual se redujo siete veces. Este resultado sugiere que
un minimo cambio en el A, puede producir una significativa
reduccion en la germinacion de los conidios, posiblemente
porque para N. rileyi, el agua disponible es un factor critico
durante la germinacién (Ypsilos y Magan 2004).

El agua es una importante fuente de hidrégeno y oxigeno,
elementos requeridos para la sintesis de moléculas organicas
como las proteinas (Moore 1996), la activacidon metabolica
(Madigan et al. 1999) y procesos bioquimicos importantes
durante la germinacion (Schmit y Brody 1975). Los resul-
tados coinciden con los descritos en trabajos realizados con
otros microorganismos, como la investigacion de Ypsilon
y Magan (2004), quienes encontraron un mayor nimero de
blastosporas germinadas en M. anisopliae, luego de 36 horas
de incubacion en el medio agar agua con un A, de 0.998,
con respecto a los obtenidos en tratamientos con menores ac-

Tabla 5. Efecto de la actividad de agua en la velocidad de crecimiento
diametral de N. rileyi Nm006. Tratamientos con la misma letra no pre-
sentan diferencias estadisticas segun prueba de Tukey (95%).

Diametro de

W iz et S
dias (mm)
0,998 27,3 2,089 a 0,98
0,990 11,0 0,533 b 0,94
0,980 9,6 0,450 b 0,92
0,970 5,3 0,001 ¢ 0,99
0,960 5,0 0,001 ¢ 0,99
0,950 5,0 0,001 ¢ 0,99

Tabla 4. Velocidad de elongacion del tubo germinal para cada valor de
A,, expresada como la pendiente de la recta obtenida al correlacionar
el area de los conidios germinados con el tiempo de incubacion. Trata-
mientos con la misma letra no presentan diferencias estadisticas segun
prueba de Tukey (95%).

A Velocidad de elongacion Coeficiente
w (pix.cm.h™) de correlacion
0,998 140,34 a 0,98
0,990 581 b 0,91
0,980 3,69 b 0,93
0,970 235 b 0,93
0,960 1,87 b 0,92
0,950 2,26 b 0,92

tividades de agua. De igual manera Lazzarini et al. (2006)
obtuvieron un mayor niamero de conidios germinados de B.
bassiana 'y M. anisopliae en un medio minimo liquido con un
Ay mayor a 0.990 luego de 24 horas de incubacion, en com-
paracion con los obtenidos a valores inferiores de actividad
de agua.

Con A,, inferiores a 0.990, los porcentajes de germinacion
fueron menores al 12% y llegando a detenerse con A, infe-
riores a 0.980, posiblemente por la minima cantidad de agua
disponible. En contraste con los resultados del presente tra-
bajo, Hallsworth y Magan (1995) reportaron germinaciones
mayores al 80% para los hongos entomopatogenos B. bassia-
na, M. anisopliae 'y P. farinosus en agar Saboureaud con una
actividad de agua de 0.989, y germinaciones mayores al 61%
cuando la actividad de agua se ajustd a 0.951 en el mismo
medio de cultivo.

En el presente estudio se utilizé el glicerol para dismi-
nuir el agua disponible en el medio YM, éste puede actuar
como un soluto compatible y de esta manera entra en la cé-
lula reduciendo el impacto fisiologico de procesos de estrés
como la desecacion (Hallsworth y Magan 1995). Las células
responden al estrés hidrico produciendo o acumulando poli-
hidroxialcoholes (polioles) generalmente de bajo peso mole-
cular. El mecanismo por el cual sintetizan los polioles opera
anivel genético. La expresion de genes implicados involucra
la liberacion de agua asociada al DNA, relajando su estructu-
ra superenrollada, permitiendo la trascripcion y la traduccion
(Hallsworth y Magan 1997).

A partir de la comparacion en distintos momentos de las
areas de los conidios germinados se pudo estimar la velo-

100 A a

80 4

60

40 4

Germinacion (%)

20 A

b
° d d d
0
; . ;

0,998 0,990 0,980 0,970 0,960 0,950

Actividad de agua

Figura 3. Efecto de la actividad de agua (A,) sobre la germinacion de
los conidios de N. rileyi Nm006 luego de 24 horas de incubacion. Trata-
mientos con la misma letra no presentan diferencias estadisticas segin
analisis de Diferencias Minimas Significativas 95%.
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cidad de elongacion del tubo germinal mediante un modelo
matematico una linea recta, con coeficientes de correlacion
mayores a 0.91 (Tabla 4). La pendiente fue estadisticamente
superior con el medio control correspondiente a una activi-
dad de agua de 0.998 (P < 0.05). Este resultado indica que
la actividad de agua ademas de afectar la germinacion, tiene
un efecto determinante en el proceso de elongacion del tubo
germinal. Este efecto fue descrito por Hallsworth y Magan
(1995), quienes observaron que a mayor actividad de agua
mayor crecimiento del tubo germinal en los hongos entomo-
patdgenos B. bassiana, M. anisopliae y P. farinosus. En di-
cho estudio se obtuvo una longitud del tubo germinal de los
conidios del hongo B. bassiana de 61,20 pm en el tratamien-
to con glicerol ajustado a un A,, de 0.989 luego de 14 horas
de incubacion, mientras que con un A, de 0.951 se obtuvo
un menor desarrollo con una longitud del tubo germinal de
60,48 um a las 44 horas de incubacion. Cuando el A, se re-
dujo a 0.923 se detuvo el crecimiento del tubo germinal. El
mismo comportamiento se observo en los otros dos hongos
entomopatogenos. Ademas, los autores mencionan que gene-
ralmente la extension del tubo germinal es proporcional a la
germinacion de los conidios. Lo que concuerda con lo obser-
vado en el presente estudio, en donde el tratamiento control
que presentd la mayor actividad de agua (0.998), produjo la
mayor elongacion del tubo germinal y el mayor porcentaje de
germinacidn y estos pardmetros disminuyeron considerable-
mente a menores actividades de agua, demostrando la sensi-
bilidad de M. rileyi a valores de A por debajo de 0.998.

Crecimiento diametral. La velocidad de crecimiento, co-
rrespondiente a la pendiente de la linea de regresion, obte-
nida con el medio control (A, 0.998), fue significativamente
superior (P < 0.05) con respecto a la obtenida con los demas
tratamientos (Tabla 5). Se observd que a medida que se re-
dujo el Ay, la velocidad de crecimiento de la colonia también
disminuyd. Estos resultados indican que el A, tuvo un efecto
significativo sobre el desarrollo micelial de N. rileyi, 1o que
podria deberse a que el agua es una fuente de hidrégeno y
oxigeno, elementos necesarios para la sintesis de moléculas
organicas durante el crecimiento hifal. Ademas, la disponibi-
lidad de agua permite la degradacion extracelular de nutrien-
tes, la actividad enzimatica optima y el transporte de nutrien-
tes a través del micelio fungico (Moore 1996). Resultados
similares obtuvieron Hallsworth y Magan (1999) al evaluar
la tasa de crecimiento diametral por dia (mm.d"') del hongo
B. bassiana, ¢l cual crecio mas rapido a la mayor actividad de
agua utilizada (0.998) con una velocidad de 1,5 mm.d"'. Sin
embargo, los microorganismos M. anisopliae y P. farinosus
crecieron mas rapido en el medio con A, entre 0.970 y 0.980,
pero cuando la disponibilidad de agua se redujo a un A, de
0.950 el crecimiento micelial de los tres hongos se redujo en
un 50%.

Esporulacion. Cuando se estudio la produccion de conidios
de N. rileyi NmO006 en diferentes actividades de agua se ob-
servo que el microorganismo sélo esporuld en el tratamiento
control (Aw 0.998) con un rendimiento de 5,0 x 10¢ conidios.
cm™. Este resultado indica que el microorganismo requiere
de una actividad de agua superior a 0,990 para realizar el pro-
ceso de conidiacion. Este efecto fue reportado por Ypsilos y
Magan (2004) quienes observaron que la produccion de blas-
tosporas de M. anisopliae se vio afectada significativamente
por la actividad de agua, modificada con solutos como KCL,

NaCL y PEG 200. Humphreys et al. (1989) también observa-
ron que actividades de agua entre 0.986 y 0.980 causaron un
incremento en la produccion de blastosporas de los hongos P,

farinosus, B. bassiana y en especial de M. anisopliae.

Eficacia. Al evaluar el efecto del Ay sobre la actividad in-
secticida del hongo se obtuvieron porcentajes de eficacia que
oscilaron entre el 83,3% y el 100%. Los porcentajes de efi-
cacia cuando la actividad de agua se ajusto a 0.998 y a 0.990
fueron estadisticamente superiores (P < 0.05) con respecto
a los obtenidos con los demas tratamientos, lo que sugiere
que la actividad de agua tiene un efecto directo sobre la viru-
lencia del microorganismo. Este efecto podria deberse a que
los conidios de N. rileyi requieren de una disponibilidad de
agua alta para llevar a cabo la sintesis de moléculas orgéanicas
como las proteinas (Moore 1996) y para la activacion meta-
boélica (Madigan et al. 1999), procesos bioldgicos requeridos
durante la germinacion sobre el hospedero (Schmit y Brody
1975). Asimismo, el agua permite una actividad 6ptima de las
enzimas del microorganismo facilitando la degradacion de
los compuestos presentes en la cuticula del hospedero, como
lipoproteinas y quitina (Clarkson y Charnley 1996), ademas
de facilitar el transporte de nutrientes del hospedero a través
del micelio fingico (Moore 1996).
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