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RESUMEN

AISLAMIENTO, CARACTERIZACION MORFOLOGICA
Y FISIOLOGICA DEL HONGO ENTOMOPATOGENO
PAECILOMYCES FUMOSOROSEUS (WIZE) BROUM & SMITH

Aidanet Carr Pérez, Orestes El6segui y Noris Bel Padrén

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/ 5a. B y 5a. F, Playa, Ciudad

ABSTRACT

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith es un hongo
entomopatégeno Deuteromiceto utilizado para el control de plagas
que afectan a cultivos de gran importancia econémica. Entre ellas se
encuentran Bemisia tabaci (mosca blanca), Lyriomisa trifolli Burgues,
las termitas y Thrips palmi Karni. Este ultimo se detecto en nuestro pais
en 1996, afectando grandemente los cultivos de papa, frijol, calabaza
Yy pepino, entre otros. Debido a que Paecilomyces fumosoroseus tiene
grandes perspectivas en el control biolégico, se realizaron aislamien-
tos en diversas areas y se desarrollaron diferentes estudios, tales como
morfoldgicos y fisiolégicos. Se caracterizaron los aislados Pz-5 y L BPf-4,
el primero obtenido del Parque Zooldgico Nacional, zona donde nunca se
han realizado aplicaciones de hongos entomopatdgenos. El segundo ais-
lado se obtuvo a partir de Bemisia tabaci en un area de papa en el muni-
cipio de Giiines. En ambos aislados se utilizé el método de dilucion deci-
mal seriada. Los mejores valores de concentracion se lograron sobre los
medios Czapek-Dox y Sabouraud Maltosa Agar (SMA), y en estos el me-
Jor desarrollo del crecimiento micelial se obtuvo en el medio SMA. El
rango de temperatura favorable para el crecimiento y la germinacion de
los aislados se enmarca entre 25-28°C, con un dptimo a 25°C. Los mejo-
res resultados se obtuvieron cuando los cultivos se encontraban bajo el
régimen de oscuridad. El pH éptimo de crecimiento fue 6,5. De las enzimas
evaluadas, las de mayor actividad fueron proteasa y quitinasa. Ambos
aislados utilizan el nitrégeno tanto en forma inorganica como orgénica.
Fue mayor el crecimiento del micelio en los tratamientos donde se utilizé
glucosa y lactosa, y la concentracion de conidios fue mejor cuando se
utilizé almidén y melaza.

Palabras clave: Paecilomyces fumosoroseus, control bioldgico, hongo
entomopatdgeno

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith is an
entomogenous Deuteromycetes fungus used for the control of pests
attacking crops of great economic importance. Among them we can
find Bemisia tabaci (whitefly), Lyriomisa trifolli Burges, the termites and
the Thrips palmi Karni, the latter being detected in our country in 1996,
in potato, bean, squash and cucumber, among others. Because
Paecilomyces fumosoroseus has a big potential for the biological con-
trol, isolations were carried out in several areas, and different studies
were developed about them, such as morphological and physiological
studies. The isolates Pz-5 and LBPf-4 were characterized, the first one
obtained from the National Zoo Park, an area where applications of
entomogenous fungi had never been carried out, and the second
isolate was obtained from Bemisia tabaci, in a potato field in the
municipality of Glines. The best concentration values were achieved
on the culture media Czapek—-Dox and Sabouraud’s Maltose Agar
(SMA) and the best development of the mycelial growth was obtained
in the SMA medium. The range of favorable temperature for the growth
and the germination of both isolates was from 25°C to 28°C, with an
optimal value of 25°C. The best results were obtained when the cultures
were under total darkness. The best pH of growth was 6.5. We
evaluated four enzymes, the best activities were found for protease
and quitinase. Both isolates used the nitrogen in both inorganic and
organic forms. The growth was greater in the treatments where both
glucose and lactose were used and the conidial concentracion was
better when it was used starch and sugar cane molasses.

Key words: biological control, entomogenous fungus, Paecilomyces
fumosoroseus

INTRODUCCION

El control biolégico es un método de proteccién de las
plantas que se basa en el uso de parasitos, depredadores y
microorganismos para el control de plagas, enfermedades
y malezas. Algunos autores lo describen como un método
silencioso, ecolégicamente compatible y seguro, ademas
de ser diverso, efectivo y tener la posibilidad de formar
epizootias en el suelo [Fernandez-Larrea, 1995]. Con este
objeto la atencién se ha desviado hacia los hongos
entomopatdgenos, especificamente a los que por via natu-
ral infectan a su hospedante.

Dentro de este grupo se encuentra incluido el hongo
deuteromiceto Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown &
Smith, el cual ha sido observado sobre lepidépteros: lar-
vas de Spodoptera littoralis, familia Noctuidae [Fargues et
al., 1980], Spodoptera frugiperda [Lezama-Gutierrez et
al.,1994], Lyriomiza trifolii Burgues [Bordat et al., 1988;
Riba et al., 1989]. Sobre cole6pteros se informa su efecto
ovicida contra Diabrotica speciosa [Tigano-Milani et al.,
1995b]. En Otiorrhyncus sulcatus fue informado por
Marchal (1987); sobre dipteros: Musca domestica [Bordat
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et al., 1988]; en homopteros: Bemisia tabaci (Gennadius)
[Osborne et al., 1992; Inglis et al., 1999] e is6pteros: es-
pecies de termites [Ochiel, 1995 y Kenneth, 1997].

En 1997 aparece por primera vez en Cuba el Thrips palmi
Karny afectando grandemente a diferentes cultivos de
gran importancia econémica, ademas de las altas po-
blaciones de Bemisia tabaci en diferentes hortalizas.

El aislamiento de este hongo entomopatégeno se pue-
de lograr a partir de muestras de suelo o de individuos
enfermos, los cuales se llevan al laboratorio para ob-
servar la presencia de esporas [Zimmerman, 1986; Sosa-
Gomez et al., 1998]. Como objetivos de este trabajo
nos propusimos la caracterizaciéon tanto morfolégica
como fisiolégica de dos aislados del hongo
entomopatégeno Pacecilomyces fumosoroseus.

MATERIALES Y METODOS

Los aislamientos se realizaron en el Parque Zoolégico
Nacional de Cuba, en el cual nunca se habia realizado
aplicaciones de biopreparados. El otro fue aislado de mosca
blanca (Bemisia tabaci) en un 4rea de papa del municipio
de Giiines, provincia de La Habana en la campana 1997-
1998. Los muestreos se realizaron con el método de
Zimmermann (1986), tomando cinco puntos al azar
en cada zona evaluada. Los aislamientos se obtuvieron a
partir del método de dilucién decimal seriada (cultivo
monosporico) utilizado por Hall (1980), tanto para los
aislados de suelo como para el de insectos. Se trabajé con
el medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Las pla-
cas fueron incubadas a 25°C de tres a cuatro dias hasta
que comenzaron a crecer colonias aisladas, de las cua-
les tomamos una asada y fue transferida a tubo con
medio PDA, el cual contenia 0,5 g/L de cloranfenicol.

Para la caracterizacion morfolégica se realiz6 la obser-
vacion al microscopio 6ptico, con contraste de fase y
aumento de 400X. Se determiné el largo y ancho de los
conidios para los aislamientos (Pz-5 y LBPf-4), los cua-
les reunian las caracteristicas similares a lo planteado por
Brady (1979) para el hongo entomopatdgeno P, fumosoroseus,
determinandole el ancho y largo de fialides y conidios,
asi como el ancho del eje del conidiéforo. Se realizaron
preparaciones microscopicas utilizando el método des-
crito por Harrigan y Mac Cance (1968). Las evaluacio-
nes se llevaron a cabo a las 48 y 72 horas de incubacion,
midiendo 50 estructuras para cada caso.

Para la caracterizacion fisiologica los medios de cultivos
utilizados fueron los usados por Samson (1974) PDA,
SMA; Domsh (1980) Czapek-Dox; Lecuona (1996) me-
dio completo, y Figueroa et al. (2000) SDA. Se prepararon
diluciones de 10°107 conidios/mL a partir de los aislados
Pz-5 y LBPf-4. Se realizaron conteos de unidades
formadoras de colonias (UFC) de forma directa a las 48
horas. Los medios que se utilizaron fueron SMA y Czapek-
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Dox. Se observé la forma de la colonia, caracteristicas
miceliales, color y cambio de color en su reverso.

Se estudio el efecto del crecimiento micelial a diferentes
temperaturas (10°, 20°, 25°, 28°, 30°, 35° y 40°C), con
el empleo como sustrato Czapek-Dox y SMA. El por-
centaje de germinacién conidial se evalto utilizando la
norma cubana 72-02/1993. Se cont6 con los conidios
germinados y los no germinados en cinco campos.

Se determiné el pH 6ptimo, con el uso del método
propuesto por Harrigan y Mac Cance (1968). Se utili-
z6 el medio liquido papa-dextrosa. Los valores de pH
ensayados fueron 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5y 7,0.

La influencia de diferentes regimenes de luz en el creci-
miento micelial se evalu6 con diferentes condiciones
de luz: luz continua, alterna (16 horas luz-8 de oscuri-
dad placas envueltas en papel de aluminio) y oscuri-
dad continua o total. Se envolvieron las placas en pa-
pel de aluminio.

La quitina se obtuvo a través del método de Stanier et al.
(1966) [citado por Lopez, 1995]. Se determiné por el
halo de hidrdlisis producido de los siete a los catorce dias.
La determinacion de la proteasa se realizé utilizando el
método de Riba (1985), asi como el medio de cultivo.
Fue evaluado a los cinco dias de cultivado, observando el
halo de hidrélisis producido por la utilizacion de la pro-
teina en el medio de cultivo. La produccién de la enzima
lipasa se detecta por la opacidad alrededor de la colonia.
Se empleé el medio compuesto por Tween 80 mas sales
minerales de Harrigan et al. (1968). Para determinar la
degradacion del almidén se utiliz6 el reactivo de Lugol,
afiadido al medio a los siete dias de incubacion. Se evalu6
por el halo de hidrélisis producido [Szabé, 1974].

La determinacién de nitrégeno organico e inorganico se
realizé mediante el método de Stainer et al. (1966) [cita-
do por Lépez, 1995]. Para el nitrégeno organico se eva-
lué por el crecimiento del hongo en agua de peptona al
1%, y el inorganico en un medio compuesto por diferen-
tes sales. La evaluacién se realizé a los 14 dias.

Se evalu6 el crecimiento utilizando como fuente de car-
bono los siguientes azicares: glucosa, arabinosa, lactosa,
sacarosa, fructuosa, galactosa y maltosa, todos al 1%, se-
gun Shirling y Gottieb (1966) [citado por Lopez, 1995].
Se incubaron de siete a catorce dias para la determina-
cién de su utilizacion, y la medida del didmetro de la co-
lonia. La concentracion de conidios se determind en cada
medio colocando dos discos de 7mm de cada placa en dos
tubos de ensayos con 10 mL de agua destilada estéril y
una gota de Tiveen 80. Se agit6 fuertemente y se realizé
el conteo en la cdmara de Newbauer.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los aislamientos obtenidos
de los aislados identificados como Paecilomyces
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fumosoroseus (Wize) Brown & Smith. En las placas de Petri
que fueron utilizadas para el método de dilucién decimal
seriada, observamos a partir del cuarto dia de incubacién
colonias aisladas donde fueron identificadas con presen-
cia de coremios definidos y polvorientos, con hifas
vegetativas hialinas y conidioforos erectos. Se recuper6

un gran numero de esporas individuales de manera
confiable, y por la buena ubicacién de la espora se desa-
rroll6 el tubo germinativo y sus ramificaciones, pudien-
do distinguir todos sus detalles correspondientes y asegu-
randonos de que la colonia se originé a partir de una sola
célula, por lo que result6 exitoso el aislamiento.

Tabla 1. Aislados obtenidos en diversas zonas ecoldgicas

Aislamientos Lugar Clasificaciéon
Pz-5 Parque Zoolégico Pacecilomyces fumosoroseus (Wize)
Brown & Smith
LBPf-4 Gtiines (mosca Paccilomyces fumosoroseus (Wize)
blanca) Brown & Smith

Los conidios de los aislados Pz-5 y LBPf-4 poseen una
forma de cilindrica a fusiforme, forman cadenas y tienen
extremos redondeados. Las hifas vegetativas presentan
paredes lisas, los conidioforos son erectos y tienden a for-
mar sinemas con verticilios ramificados en grupos de 4-6
fialides. Los valores medios del tamafio de las esporas,
hifas y micelio simple de Pz-5 y LBPf-4 se muestran en la
Tabla 2, los que se encuentran dentro del rango estableci-
do para la descripcion de esta especie realizada por Brady

(1979) y Marchal (1987), aunque existen diferencias sig-
nificativas entre los valores medios del tamafno de las
esporas tanto en el ancho como en el largo, no siendo asi
en el ancho de las hifas; pero si existen diferencias entre
el largo de los dos, al igual que en el ancho del conidioforo.
Estos autores plantean que el tamafio de los conidios
oscila entre 1-2 mm de ancho y 3-4 mm de largo aproxi-
madamente, con hifas de 1-1,5 mm de ancho y 3,5-4,4
mm de largo, y los conidioforos de 1,5-3 mm de ancho.

Tabla 2. Media de esporas, hifas y micelio simple

de los aislados LBPf -4 y Pz-5

Cepa Esporas (M) Hifas (pm) Conidioforo (Hm)
Ancho | Largo | Ancho | Largo Ancho
LBPf-4| 1,38a | 3,88a 1,5a 3,5a 1,9-25b
Pz-5 1,40a [ 401D 1,5a 4,2b 1,5-2 a

En la Fig. I se observa que los mejores valores de con-
centracién de conidios para la dilucién de 107 oscilaron
entre 6,2-7,4 x 107 conidios/mL, siendo los medios SMA
y Czapek-Dox los de mejores resultados, tanto para Pz-
5 como LBPf-4. Se encontraron diferencias significati-
vas entre los demas medios utilizados. Para la diluciéon
de 10° los valores de concentracion se encontraban entre
7,76-8,22 x 10° conidios/mL. Resultaron los mejores me-

|_||||||.||'\- |'|||_

dios los mismos que para la dilucién de 107, existiendo
diferencias significativas entre SDA, PDA y el medio
completo. Los resultados menos significativos fueron
para el medio completo en las dos diluciones estudia-
das, coincidiendo con Brady (1979) y Domsch (1980)
con respecto a los medios seleccionados para este hon-
go, aunque Samson (1974) plantea que el mejor resul-
tado es en agar malta, seguido por el medio PDA.
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Figura 1. Crecimiento de Pz-5 y LBPf-4 en medios diferentes a dos concentraciones.
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Se observé crecimiento del micelio a partir de las 96
horas de incubacién. Las colonias se presentan de forma
regular produciendo coremios bien definidos: polvorien-
tos en el primer aislamiento, no asi en el segundo y ter-
cer pase, tanto para Pz-5 como LBPf-4.

La influencia de los medios Czapek-Dox y SMA en el cre-
cimiento de la colonia de Pz-5 y LBPf-4 son buenos
para el objetivo propuesto con los dos aislados, aun-
que existen diferencias significativas entre ellos.

Los resultados reflejan que no en todos los tratamien-
tos hay crecimiento micelial. A temperaturas de 20 y

35°C este decrece. El minimo crecimiento fue a 10 y a
40°C. El 6ptimo de temperatura para el crecimiento
micelial de Pz-5 y LBPf-4 fue de 25°C. Existieron dife-
rencias significativas entre las temperaturas estudiadas,
no asi para los medios (Tabla 3).

Los resultados corroboran lo expresado por Osborne et al.
(1992), quienes plantearon que la temperatura para un
crecimiento 6ptimo de la colonia de P fumosoroseus es de
23- 25°C. Mietkiewski et al. (1993) estudiaron a P,
fumosoroseus y manifestaron que es este una especie de hon-
go dominante detectado en suelos con temperatura de 25°C.

Tabla 3. Crecimiento de Pz-5 y LBPf-4 a diferentes temperaturas en los medios

Malta y Czapek a los 14 dias de incubacién

Medios/Temp. °C 10 20 25 28 30 35 40

Pz-5 Czapek 5,0 23,4 48 46,4 34,2 21,6 0
Malta 4,8 27,6 50 47,2 42,8 20,6 0

LBPf-4 Czapek 5 28,4 47,2 46,4 39,6 20,4 0
Malta 3,8 30 48 47 44 4 24 0

Segin Hall et al. (1982, 1995) y Marshall (1995), la
temperatura 6ptima de crecimiento de P fumosoroseus
es de 28°C, mientras que de la esporulacion es a 24°C.
La temperatura 6ptima varia grandemente no sélo en-
tre especies de hongos, sino también entre aislados de
la misma especie, aunque pueden resultar diferentes
para el crecimiento micelial y las conidiociones [ Thomas

et al.,1997; Jenkins et al., 1998].

Haln cle hicrdlisis [mmd

Los resultados sobre la produccion de enzimas de los
aislados Pz-5 y LBPf-4 revelan que los dos son capaces
de producir las enzimas estudiadas. Se evidencia que el
comportamiento en los cuatro sustratos estudiados es
igual entre los aislados Pz-5 y LBPf-4, donde sélo las
supera en la actividad proteolitica, siguiendo la activi-
dad quitiniolitica. Es mucho menor la intensidad de la
actividad para la amilasa y luego la lipasa (Fig. 2).

[ nritimasa

Lipasa

B LEP-4
3 -3

Proteisa E- 1 .81
LA 5] L]

Armilasa

Figura 2. Halo de hidroélisis en la produccién de diferentes enzimas de LBPf-4 y de Pz-5.

Fargues et al. (1980) expresan que desde que el hongo se
pone en contacto con su hospedante y se encuentra como
primer obstaculo la quitina presente en la cuticula, has-
ta que invade la hemolinfa, este es capaz de producir
toxinas letales. Las enzimas como la quitinasa, lipasa,
proteasa y amilasa, juegan un papel muy importante en
todo este mecanismo de accién de los entomopatégenos.

De este complejo campo enzimatico se puede afirmar
que la secrecion de enzimas durante los primeros esta-
dos del desarrollo de un hongo no siempre es condi-
cién suficiente para asegurar la penetracién al tegumen-
to. Estas caracteristicas enzimaticas no sélo dan la idea
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de las capacidades patogénicas, sino también indican
que se pueden utilizar para su reproduccién, sustratos
ricos en lipidos, proteinas y almidén [Lopez, 1995].

Los resultados indican que tanto el aislado LBPf-4 como
el Pz-5 utilizan el nitrégeno, ya sea en forma inorganica
(NH,) o en forma organica (peptona), sin que existan di-
ferencias significativas en la fuente organica, aunque si en
la inorgénica, que se observa mayor esporulaciéon en Pz-5
que en LBPf-4. También existen diferencias significativas
entre ellas en cuanto a su crecimiento en estas fuentes.

En la Fig. 3 podemos observar que los dos manifiestan un
mejor crecimiento y esporulaciéon en el medio compuesto
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por peptona al 1%; sin embargo, el comportamiento en
el medio donde la fuente de nitrégeno es un compuesto
inorgénico fue menor.

Se coincide con los resultados de Jenkins et al. (1988), los
cuales plantean la importancia de considerar la fuente de

nitrégeno y su proporciéon como elemento clave en la ob-
tencion de un biopreparado efectivo. Especificamente para
M. anisopliae se han realizado estudios de patogenicidad
sobre insectos, y se conoce que el microorganismo crece
bien sobre diferentes sustratos, aun sin nitrégeno organico
como inorganico citado por Lujan (1988).

1
107 conmlxs'ml 10 a . I.IHIT:I'-I-
gl B Pz-5
i¥ il
2 (]
D}E; 0,8

M. orginica M

. Inorginico

CW (Ba): 0,9

Figura 3. Utilizaciéon de nitrégeno organico e inorganico por los aislados LBPf-4 y Pz-5.

Todas las fuentes de carbono utilizadas estimularon el
desarrollo de las colonias en comparacién con el testi-
go, aunque las que mejores resultados obtuvieron fue-
ron la glucosa y la lactosa, seguidos en este orden por el
almidon, la fructuosa, la arabinosa, la sacarosa y la

Crecmileno micelial

melaza. Los menores niveles de crecimiento se ob-
servaron al usar la maltosa y la galactosa. No exis-
ten diferencias significativas entre Pz-5 y LBPf-4
al comprobar el crecimiento micelial ante diferen-
tes fuentes de carbono (Fig. 4).
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Figura 4. Influencia de diferentes fuentes de carbono en el crecimiento

micelial de Pz-5 y LBPf-4.

El hongo se puede reproducir en algunos medios de cul-
tivo, aunque existen sustratos solidos que pueden serle
también nutritivos [Jenkins et al., 1994]. Una de las ven-
tajas ofrecidas por el uso de los sustratos no nutritivos es
la oportunidad de escoger y adicionar los nutrientes al
sustrato para la esporulacién 6ptima del aislado obteni-
do. El sustrato que comtinmente se selecciona para la
produccion de conidios de P, fumosoroseus ha sido el arroz
descascarado [Ibrahim et al., 1993; Milner et al., 1993].

CONCLUSIONES

* Se obtuvieron dos nuevos aislados que se identifica-
ron como Paccilomyces fumosoroseus (Wize) Brown &
Smith, siendo nombrados Pz-5 y LBPf-4.

* Se determiné un crecimiento 6ptimo a 25°C, y a
esta misma temperatura se obtuvo el mayor porcen-
taje de germinaciéon con 96,4 % tanto para Pz-5
como LBPf-4. El pH del medio de cultivo tuvo un
6ptimo de 6,5.

* Se demostr6 que los mejores valores de crecimien-
tos miceliales y esporulacion para Pz-5 y LBPf-4 se
obtienen cuando las placas son incubadas con el
régimen de oscuridad continua.

* Los aislados Pz-5 y LBPf-4 son capaces de producir
las enzimas estudiadas, asi como utilizan el nitroge-
no, tanto en forma organica como inorgénica, y to-
das las fuentes de carbono probadas estimulan el
crecimiento del micelio.
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