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1. INTRODUCCION

las radiaciones ionizantes ¥y no ilonizantes son usadas para
inducir mutaciones y aberraciones cromosdmicas tanto en los micro-
organismos como en las plantas suneriores para obtener nuevos in-
dividuos con caracteristicas mejoradas.

Mediante las radiaciones gamma se han obtenido varios mutan-

tes del hongo Metarrhizium anisopliae (letch.) Sorokin al tratar

de mejorar clertas caracteristicas como patogenicidad, viabili-
dad, liberacidn de esporas, cantidad de esporas y resistencia a
la luz ultravicleta, La efectividad de un microorganismo en un
programa de control bioldgico depende de su habilidad para resis-
tir las condiciones ambientales en particular la luz ultravicle-
ta presente en la radlacidn solar, y de su capacidad para inva-
dir los tejidos del insecto a controlar., Esta Gltima capacidad
se refleja en la accién'da las enzimas y toxinas secretadas por
el micellio invasor,

li, anisopliae es patdgeno para el barrenador, Hypsipyla gran-—

della (Zeller) plaga muy seria en las lelldceas de muy alto va~-
lor comercial como el cedro (Cedrela sp.) y la caoba (Swietenis
5p.). BEl control del barrenador es muy difficil debido en parte a
sus hdbitos de ataque, al alto costo de los insecticidas quimi-
cos y a la falta de conocimientos sobre su ecologia y dinédmica

de poblaciones, BEsta plaga es la causa principal, por la cual,
las Melidceas no han sido cultivadas econdmicamente hasta el mo~
mento en las regiones tropicales de América, Asia y Africa. Por
esta razdn se formd un grupo de trabajo con el propdsito de ata-
car el problema en forma integrada, es decir, mediante la combina-

cidn de métodos guimicos, bioldgicos y culturales,



Como resultados de estudios anteriores, sobre la patogeni
cidad y el efecto de la radiacidn gamma y ultravioleta en el

tipo silvestre de M, anlsopliae, se obtuvieron varios mutantes

de color denominados FB-6-2, FB-7-2, FB~G~2 y FB-13, peroc cuyas

caracteristicas no fueron determinadas,
Por esta razdn el objetivo de este trabajo fue:

1. Determinar la patogenicidad de dichos mutantes usando lar-
vas de H, grandella como organismo de prueba.

2. Estudiar el efecto de la radiacidn ultravioleta en su capa-
cidad de formar colonias.

3. Determinar el efecto de las toxinas que excretan sobre el
crecimiento de larvas de H. grandella.

L, Determinar la actividad enzimitica de las cepas estudiadas.
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2, RBEVISION DE LITERATURA

La mayorfia de los hongos entomopatdgenos son pardsitos fa-
cultativos ya gue en determinadas condiciones pueden alimentarse
en materia orgénica en descomposicidn (36, 57, 58), 8Su vida no
depende absolutamente de sustratos vivientes, Existen diferen=
tes grados de adaptacidén a la vida parasitaria, en un extremo
se encuentran la mayoria de los entomoptordcecs y ciertos hon-

gos inferiores como Myiophagus y Coelomomyces, que se encuentran

s6lo en insectos; en el otro extremo se hallan especies como

Aspergillus flavus y Mucor hiemalis para los cuales la parasi-

tlzacidn sobre insectos es probablemente un episodio puramente

accldental dentro del ciclo de vida normal (35).

2.1 Los Hongos Bntomopatdmenos

Hongos entomopatdgenos se encuentran dentro de las diferen-
tes subdivisiones de la divisidn Bumycota.
Entre la subdivisidn de los zigomicotinos que atacan insec-

tos se cuentan los géneros Empusa, Entomophthora, lMassospora y

Coelomomyces, que se reconocen por sus hifas no septadas y mul-

tinuecleadas; sus Organos sexuales son un tipo de esporas aplana-
das,
Los ascomicotinos entomopatbdgenos se encuentran en los gé-

neros Cordyceps, Sphaerostilbe, Hirsutella, Sporotrichum, Podonec=

tria e Hypocrella, caracterizdndose por la formacidn de un asca

unicelular gque contiene un nimero definido de esporas.

Los basidiomicotinos presentan'poca importancia como entomo-
patdgenos, tienen una formacidn especial, el basidio, el cual
produce basidiosporas en el extremo de finas protuberancias lla-

madas esteriguatas,
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Dentro de los deuteromicotinos u hongos imperfectos se en-

cuentran muchos géneros gue atacan insectos como Fusarium, Meta-

rrhiziun, Sorosporella, Beauveria, licrocera, Aspergillus y otros,.

El desconocimiento del estado perfecto de algunas especies ha de-

cidido su inclusidn en este grupo (2, 60).

2,2 Caracteristicas de Metarrhizium anisopliae {(Metchnikoff)
DOroKin

Bl género Metarrhizium comprende cuatro especies: M. apl-~

sopliae, IM. album, . brunnem y M. glubinosum (58).

M, anisopliae se caracteriza por sus esporas de 5 a 7,5}1
de largo por 2,3 a B,S,p de ancho. Reguiere una humedad relativa
superior a 92,5 por ciento y una temperatura entre 15 y 35 C para
que las esporas germinen, cresca el micelio y esporule, con un
Gptimo a 100 por ciento‘de humedad relativa y a una temperatura
entre 25y 30 ¢ (58, 60),

Crece facilmente en medios artificiales, Bajc condiclones de
laboratorio, temperaturas entre 24 y 26 C son dptimas para el cre-
cimiento, siendo el rango normal entre 10 y 30 €, La habilidad
de germinar se pierde a 55 a 60 C durante 5 minutos. Para el cre-
cimiento normal requiere un pH entre 4,7 a 10, siendo el pH Opti-
mo entre 6,9 y 7,4, El color de las esporas es verde y no es ca-

racteristico en todas las especies del género Metarrhizium yz gque

el M, album tiene las esporas blancas, H. brunnem las tiene ama-

rillo café y M. glubinosum presenta sus esporas de colores que

van desde verde olivaceo hasta negro olivdceo (42, 53, 58).
Walstad, Anderson y Stambaugh (65) estudlando el efecto de

factores ambientales sobre Beauveria bassiana y M. anisopliae,

encontraron gque germinan a una temperatura entre 10 y 35 C,
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realizando la méds rapida germinacidn entre 25 y 30 C. HL tiempo
requerido para germinar a temperatura entre 20 y 30 C fue de cua-
tro dias, también lograron determinar gue a 8 C las esporas per-
manecen viables por lo menos 12 meses y a los 21 C sobreviven

sdlo un veriodo de 2,5 meses. La longevidad de la conidia de M.

anisopliae decrece conforme la temperatura de almacenaje aumenta

de 8 a 25 C, es también reducida por exposicidn a la luz visible
(11) y 1a minima humedad média estd cerca de 45 por ciento HR,

@1 honzo infecta los ¥sectos a través del tegumento y con baja
frecuencia a través de la pared del tubo digestivo, A veces pene-~
tra por los espirdculos. 1 tegumento es una estructura compleja
compuesta de una capa continua de células epidérmicas recubiertas
de cuticula., La continuidad del tegumento es rota por los espira-
culos o aberturas extremas de las triqueas y la capa de cera de la
epicuticula evita sin duda gue muchos hongos entren en el cuerpo,
s muy posible gque la cuticula cérica de los insectos sea perfo-
rada mecanicamente, aparte que la movilidad misma del insecto de-
be facilitar la entrada debido al desgaste de la cuticula (35, 51).

El &xito de la infeccidn a través del tegumento reguiere con-
diciones de temperatura favorable y elevada humedad durante la
penetracidn del tubo germinal del hongo en el hospedero, El requi-
sito de HR e&s con frecuencia expuesto como un argumento contra su
uso efectivo en el control bioldgico. Veen (63) sin embargo, dice
que la infeccidn a través del tracto digestivo obvia la necesidad
de condiciones externas de alta humedad. Fl tiempo que transcurre
desde la infeccidn hasta la muerte del insecto depende de la clase
de hongo, del insecto y las condiciones reinantes. Por lo general,

el periodo varia entre 2,7 dias. Hs posible que sea una sola y
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determinada accldn del hongo 1lo gque ocasiona la muerte del insec-
to, Hay acciones letales importantes como histbdlisis causado por
sustancias segregadas por el hongo, destrucclidn de gldbulos san-
guineos, produccidn de toxinas y acciones mecdnicas gque impiden el
funcionamiento de las tragueas y espiradculos o bien destruyen el
sistema nervioso. Ademids, estos hongos demuestran un grado varia-
ble de especificidad contra sus hospedantes debido a la existencia
de sustancias antiflnmicas especificas en la cuticula de los in-
sectos, Hay un grado variable de susceptibilidad observado a lo
largo de diferentes estadios de desarrollo del insecto (35, 60),

La accidn de l. anisopliae sobre larvas de elatéridos (cole-

O6pteros) revela que la penetracidn ocurre directamente a través
de la cuticula membranosa o esclerotizada, facilitada por meca-~
nismos enzimaticos y presidn mecnica (34)., Shaerffenberg (53)
considera como pre-requisito muy importante la predisposicidn
del hospedero y una adecuada virulencia del hongo para que la in-
feccidn prospere,

La penetracidén de la hifa de M, anisopliae ha sido observado

alrededor de la implantacidn de las piezas bucales, y cerca del

comienzo del esdfamo en Ephestia kilhniella, también se ha obser-

vado gque ninfas de 2do. instar de Schistocerca gregaria fueron

facilmente infestadas cuando esporas de I, anisopliae se les dib

en su alimento (63), Gabriel (18) en una serie de experimentos

encontrd que cuando las conidias de li, anisopliae eran suminis-

tradas oralmente a larvas de Galleria mellonella, Bombyx mori vy

Tenebrio molitor causaban menor infeccidn que cuando eran aplica-

das exteriormente sobre el integumento.
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Los gintomas del atague de hongos en los insectos se mani-
fiestan por: a) cambios de conducta como pérdida de apetito,
paralisis parcial, apatia y la larva pierde el reflejo de ende~
rezamiento permaneciendo encorvada: b) sufre decoloracidn debidoe
al color mismo del honge o pigmentos gque este produce: ¢) cambios
de estructura externa e interna ya que el hongo al penetrar en el
hospedero perfora las membranas intersegmentarias del abdomen, las
hifas invaden ademids del tejido adiposo, los sistemas musculares y
nerviosos y la presencia misma del hongo que llena el cuerpo del
insecto de l1la caracteristica de rigidez post-mortal de la larva;

d) alteraciones fisioldgicas como aumento del consumo de oxigeno,
histblisis producto de actividad enzimitica y pérdida de peso.

Estos sintomas se pueden presentar al mismo tiempo o de modos suce-
sivos (35, 58). A partir del cuarto dfa hasta el séptimo se presen-

tan la mayor mortalidad (21, 58),

2.3 Patogenicidad de M. anisopliae

M, anisopliae es paridsito de muchos insectos y es probable que

haya sido el primer hongo usado en el control de plagas con hon-
gos (60),

En muchos experimentos (5, 6, 8, 21, 30, 53, 68, 69) se ha
probado la patogenicidad de este hongo, Se demostrd la patogenici-~

dad de M, anisopliae para larvas de Hypsipyla grandella (Zeller)

y se concluyd que este hongo debe ser considerado como un agente
potencial de control en la lucha integrada contra este insecto (5).
Berrios (6), por ejemplo, ha demostrado que la quinta fase larval

es mas susceptible al hongo M. anisopliae, También la patogenici-

dad estd directamente relacionada con la concentracidn de esporas

(k) a la que se exponen las larvas.
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2.4 Barrenador de las leliiceas

Mumerosos trabajos se han reallizado en las zonas tropicales
para resolver el problema de la silvicultura de Cedrela y otras
Melidceas latinoamericanas, pero en realidad todos los esfuerzos
para cultivarla econdmicamente han fracasado por el danc de H.
grandella y por una mala interpretacidn de la naturaleza ecold-
gica de la especie.

Lag caracteristicas taxondmicas, biocldgicas y ecoldgicas de
H. grandella han sido descritas por Dourojeanni (14, Entwistle (15),
FAO Staff (17), Grijpma (22), Heinrich (26), Ramirez (44, 45),
Roovers (50), Tillmans (61) y Yaseen y Bennett (67).

E1l control del ataque de Hypsipyla en los {ltimos ahios es ob-
jeto de un estudioc intensivo a nivel entomoldgico, introduccidn y
zonificacidn de Melidceas resistentes, y el uso de métodos silvi-
culturales para reducir el dafio a niveles tolerantes, admitiendo
que el dafio siempre existird (3, 14, 17, 4&, 64),

Bl control mediante el uso de métodos silviculturales implica
reconocer que la actividad del insecto depende de un estado filsio-
16gico del huésped, va que el atagque del insecto estd relacionado
con los sigulentes aspectos: el tipo de suelo, porqué la reaccidn
de las plantas al atague del insecto se produce mis rapidamente en
log sitios miAs favorables para el crecimiento, mientras que en los
suelos arenosos esta recuperacidn es més lenta, por las condiciones
de nmatricidn desfavorables para el crecimiento continuo de plantas;
intensidad de 1iuz, porgue la maxima intensidad de ataque se produce
en condiciones de campo abierto; la susceptibilidad y resistencia
de los arboles que dependen del vigor de las mismas, las que estén
condicionadas por el tipo de suelo y el grado de iluminacidn (14,

1?! 28! 61)-
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Bl control quimico es factible pero no parece ser satisfac=
toriamente econdmico para controlar laz plaga (7, 14, 44), BRamirez
{(44), por ejemplo, obtuvo un control de 100 por ciento ubilizando
Aldrin, Endrin, Telodrin, DDT cuande hacia tres aplicaciones a
intervalos de seis dias en el periodo de oviposicibn. En el IICA
{7) se encontrd que de 28 insecticidas sistémicos probados en la-
boratoric sdlo einco proporeionaron proteccidn completa. En el
Perdi, Dourojeanni (14) informa gque Parathion se comporta mejor
gque el DDT y ciertos productos arsenicales,

El control bioldgico hasta el momento no ha sido estudiado
profundamente, pero la crianza, seleccldn o el descubrimiento de
un patdgeno agresivo podria contribuir en la lucha integrada con-
tra esta plaga, ya que el control quimico resulta muy costoso y
tiene poco efecto residual debido a las altas precipitaciones.

Rao y Bennett (46); encuentran posibilidades de control bio-
l16gico y dan una lista de enemigos naturales de H. grandella per-
tenecientes a las familias Braconidae, Ichneumonidae, Chaloidaes y
Tachinidae, Yaseen y Bennett (67) encontraron varios pardsitos
pertenecientes a las famillas Trichogrammatidae, Braconidae y
Hermithidae, ®n Turrialba (7) se han encontrado varios parésitos
de Hypsipyla pertenecientes a las familias Trichogrammatidae,
Braconidae y Mermithidae,

Estudios sobre el potencial del control microbioldgico de
Hypsipyla recién se estan iniciando., Kandasamy (32) informa que
H. robusta es susceptible al hongo Beauveria tenella, Berrios
e Hidalgo-S8alvatierra (4, 5) han demostrado la susceptibilidad de

esta plaga a M. anisopliae, Beauveris bassiana y B, tenella,
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También se ha demostrado (27, 31} que H. grandella es suscep-

tible & 1a bacteris Bacillug thuringiensis,

La importancia de utilizar el control microbioldgice ha au-
mentado debido a que los insecticidas quinicos destruyen a los ene-~
migos naturales, razdn por la cual aparecen plagas secundarias, las
plagas se hacen resistentes a los insecticidas y la acumulacidn
de residuos tdxicos en suelos, plantas, animales y agua (3). Hall
(25) considera en el campo del control microbioldgico la importancia
de determinar la susceptibilidad de insectos a patdgenos en experi=-
mentos de laboratorio porgue los resultadosg indican el grado de sus-
ceptibilidad que servird comc gula para pruebas de aplicacidn en
el campo, Hall (24) considera este control como una parte del com-

plejo ecoldgico,

2.5 Radilaciones

El dafio inducidc por las radiaciones se produce a nivel mole-
cular. B35i las moléculas afectadas no son metabolizadas dentro de
clerto tiempo, este daho puede llegar a expresarse a nivel celular,
Por lo comiin, estos cambios bioldgicos no se aprecian durante el
proceso de irradiacidn, pueden observarse despuds de minutos, dias,
meses y afGn afios después de ocurrido el tratamiento (40). Segiin
Sparrow (56) que ha estudiado la radiosensitividad de mds de 100
especles de plantas representativas de 35 familias diferentes, la.
dosis letal de radiacidn comienza de 1000 a 200000 roentgen (1000

r para el Podophylum pectatum, hasta 200000 r para el Cerptopeta-

lum MebDongmellic), Gunthardt (23) indica que por lo general los

tejidos de plantas jOvenes son méAs sensibles a la irradiacidn que
los de plantas adultas, pero las semillas viejas irradiadas produ-

cen una frecuencla mayor de aberraciones cromosdmicas que las
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semillas frescas,.

Tos efectos cltoldgicos de las radiaciones en el ciltoplasma
pueden causar degeneracidn en los plastidios y mitocondrios. En
general para una clierta dosis,los cambios en el citoplasma son
menos perjudiciales para el desarrollo de las cé&lulas gue los
producidos en el nicleo (55).

Seglin Cooke (12) y Carison (10) la radiacidn aplicada a los
cromosomas en la profase tiene una reversidn en los procesos nitd-
ticos, Smith y Hanawalt (54) indican que la luz ultravioleta tiene
efectos en sistemas bioldgicos gque se explican mediante camblos
especificos en la naturaleza fisica y quimica del ADN (dcido deoxi-
ribonucléico), Los cambios quimicos que se llevan a cabo sobre
los constituyentes del ADN, en las purinas ¥y principalmente sobre
las pirimidinas son de naturaleza variada, asi como formacidn de
productos de hidrataciéh, formacidn de dimeros tipo ciclo butano
de timina, citocina y uracilo; formacidn de varios tipos de foto-
productos, reduccidn del peso molecular del ADN, ligamento de ca-
denas de ADN y ligarento de cadenas de ADN a cadenas de proteinas,
Las radiaciones gammz son menos selectivas que las ultravioletas,
pero ambag radiaciones afectan el ADN, Los efectos que producen
en el ADN las radiaciones garnma son varios, como ruptura en los
enlaces de hidrdgeno, degradacidn de las bases rucleadas y ruptura
de la cadena la cual estd correlacionada con la inactivacidn bio-
1dgica,

Cadahia (9) dice que al exponer una célula a una fuente de
irradiacibn, las radiaciones causan asococlaciones y reagrupaciones
moleculares, y cuando las moléculas afectadas forman parte de los

genes localizados en los cromosomas, entonces se interfiere con
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las caracteristicas hereditarias y aparecen las mutaciones,

Ias curvas de sobrevivencia o capacidad de formar colonlas de
los hongos a las radiaciones fueron determninadas para obtener una
indicacidn de la sensibilidad de las esporas a las irradiaciones,
Trabajos de determinacidn de sobrevivencia a radiacidn ultravioleta
en hongos han sido realizados por Hollaender y otros (29}, por ejem-

plo, con el hongo Neurospora crassa la sobrevivencla de esporas

jbvenes fue reducida.
Seghin Chaou y otros (13) trabajando con radiacidn garma sobre

Penicillinm expansium vy por Malla y otros (36) al estudiar la sus-

ceptibilidad de cepas de Penicillium viridicatum y A, flavus a la

irradiacidn beta han obtenido en todos los casos que la scbreviven-
cia de las conidias fue reducida por la irradiacidn y la sobrevi-
vencia de las conidias irradiadas varid seghn la edad de las espow-
ras, glendo mayor en eéporas jévenes y menor en esporas viejas,
Sansome y otros (52) han obtenido mutantes de dAiferente colo-
racidn trabajando con el hongo N, crassa. Berrios (4) irradiando

al hongo li, anisopliae con rayos gamma de 198 kr obtuve mutantes

cuyas esporas son de colores amarillo café, café rojizo, gris pla-
teado v blanco,
iileyrath y otros (38) utilizando diferentes irradiaciones,

ultravioleta, gamma v neubtrones radpidos en mutantes de Aspergillus

oryzae han comprobado que dosig altas de irradiacidn no son parti-
cularmente adecuadas para la habilidad especifica de produccidn
de amilana o actividad enzimAtica de lcs mutantes,

Segln Kilgore (33) los patdgenos en general no pueden persisw
tir por largos periodos de tiempo en el follaje de las plantas,

aparentemente debido a la accibn de la luz solar y el viento,
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Toumanoff (62) encontrd en sus estullos que las conidias de hongos
son incapaces de infestar insectos después de una exposicidn de
tres horas a la luz solar. HEstudios cualitativos han demostrado
que la luz solar tiene un marcado efecto de inhibicidn de la tasa
de crecimiento de los hongos debido a radiaciones de baja longi-
tud de onda {(54).

La importancia del uso de radiacilones en el campo del control
bioldgico no estd orientado s6lo al combate de insectos como este-
rilizacidn y liberacidn de machos, sino que pueden usarse para
aumentar su resistencia a luz solar, de esta manera pueden per-
sistir mayor tiempo en el campo y aumentar la patogenicidad de or-

ganismos que parasitan plagas.

2,6 Efecto.de las Toxinas

Gabriel (19) trabajando con diferentes razas de Entomophthora

coronata y tres especies de Entomophthora encontrd intensa activi-

dad enzimdtica en todas las especies de Bpntomophthora a los dos

dias Ae inoculado en diversos medios de cultivo con quitina, .

anisopliae muestra d4ébil actividad enzimAtica en log medios de

agar-quitina y agar quitina mas leche sin grasa y agar nutritivo.
Praserphon y Tanada (43) trabajando con cuatro especies (e

Entomophthora spp. encontraron que en sdlo dos especies, E. aplcu-

lata ¥ E, coronata, el cultive filtrado contiene micotoxinas que

afectan por inyeccidn en la sangre de la larva de G. mellonella,

La presencia de micotoxinas estd indicade por el ennegracimiento
de la sansre, inhibicidn de la metamorfosis y el desarrollo de la

larva, Aparentemente el cultivo filtrado de E. thaxteriana y E.

virulenta no contienen micotoxinas ya gue las larvas inyectadas
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desarrollaron los adultos y emergileron igual que en el testigo.
E. coronata v E. apiculata producen nicotoxinas en cultivos en
reposo como en cultivos agitados, pero una dosis de 29,2ju del
filtrado de los cultivos en reposo no produjeron signos de enne=-
grecimiento y 1a misma dosis del filtradoe de los cultivos aglita-
dos produjeron 90 por cisnte de los sintomas sehalados.

Ia micotoxina producida por estos dos hongos fue detectada
Adespués de 36 horas de cultivo, pero a las 24 horas de cultivo no
se detectaron micotoxinas en los filtrados del cultivo, Ademis
produjeron micotoxinas en los tres medios de cultivo ensayados,

Roberts (48) indujo pardlisis en larvas de G. mellonella y

B. mori, con inyecciones intrahemocé&licas de cultivos filtrados

de M. anisopliae, Adonde las larvas infestadas de B. morl sufrieron

pardlisis teténica inmediatamente antes de la muerte. Roberts

(47) encontrd que las toxinas producidas por M. anisopliae produ-

cia pardlisls tetanica en larvas de G. mellonella por inyeccidn
en el hemocelo, Este mismo autor (49) indica que las destruxinas
Ay B son dos péotidos tdxicos para insectos y estan presentes en

cultivos sumergidos de M, anisopliae. El hongo produce adicional-

mente compuestos no identificadog gque produce pardlisis teténica

en larvas de G. mellonella.
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3. MATERIALES ¥ METODOS

3,1 Loecalizacidn del Bstudio

Bl presente trabajo se realizd en el laboratorio del Programa
de Bnergia Nuclear del ITICA-CTEI, Turrialba, Costa Rica, en condi-

clones ambientales ordinarias,.

3.2 Cultivo del Hongo

Bl hongo I, anisopliae, y sus rutantes, sc¢ cultivaron en tubos

ineclinadoes en un medio de cultivo denominado SDAY (Agar Sabouraud,
dextrosa u extracto de levadura) (&3, 48) y se incubaron bajo con-
diciones ambientales de laboratorioc, La cosecha de esporas se rea-
1izd en seco aproximadamente un mes de sembrado los hongos. Se
cosecharon estos tubos golpeandco suavenente contra la esquina de una
superflcie de madera para gque las esporas se desprendan del medio
facilmente, y se depositaran en a1l fondo del tubo; luego fueron
trasferidas a unos frascos estériles, sscos y puestos en refrigera-
cidn a 4 C para conservarlos por el tiempo deseado,

Las suspensiones de esporas sc prepararon pesando 0,5 g de es-~
poras, afadiéndole 50 ml de agua destilada y estéril mas una gota
del dispersante Tritdn X-100, estéril., Con el fin de obtener un
buen grado de dispersidn de las esporas, se licud en un homogeniza-
dor Servall Omnimixer en marca de 100 del roestato, durante dos mi-
nutog., Bl estado de pureza, ausencia de grumos y separacldn de
las esporas se comprobd por observacidn bajo el microscopio.

La concentracidn total de esporas fue determinada con un hemo-
citdmetro, utilizando la dilucidn 10"2 de la concentracidn original
de esporas, La viabilidad fue determinada por dilucidn y cultivo

de las esporas en platos Petri en el mismo medio de cultivo, se
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utilizaron diluciones de ZLO“5 v 10—6. Este procedimiento de pre-
paracidn de la suspensidn de esporas fue normalizado para todos

los experimentos,

3.3 Medios de Cultivo para Detectar Actividad Enzimitica

El procedimiento usado para preparar los diferentes medios
de cultivo consistid en preparar la composicidn por 100 ml de so~

lucidn:

Solucidn A: NaNOB, 0,3 &3 POAHKZ’ 0,1 &3 S0, Mg, 0,05 g3
KC1.0,05 g y FeS0,,0,001 g,

Solucién B: PO HK,, 0,1 g; SOulg, 0,05 g; KC1, 0,05 g y

50,Fe, 0,001 g,

Extracto acuoso de gquitina: Se pesd 15 g de quitina (Matheson,

Coleman & Bell), se puso a hervir durante 60 minutos en 300 ml de
agua destilada, se licud, finalmente se filtrd y se obtuvo el ex-
tracto,

Quitina hervida, licuada v secada: Se utilizd la quiltina re.

tenida en el filtro ¥y se puso en un desecador,

Descripeidn de los medios

Medio P~1: 50 ml de solucidn A
50 ml de extracto acuoso de gquitina
2 g de bacto agar

ifledio P-2: 50 nl de solucidn B

50 ml de extracto acuoso de guitina
2 = de bacto agar

lNedio P-3: 100 ml Ae solucidn A
2 m de bacto agar

liedlo P-4, 100 ml de solucidn B

2 g de bacto agar
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Medio P=5: 100 ml de sclucidn A

4N
(#]

de quitina
2 g de bacto agar
liedio P=6: 100 ml de solucidn B
2 g de gquitina
2 g de bacto agar
Vedio P-71 100 ml Ae solucidn A
3 g de sacarosa
2 g de bacto agar
Medio P-8; 100 ml de solucidn B
3 7 de sacarosa
2

de bacto agar

4]

Medio P-9: 100 ml de solucidn A
4 g de almiddén de yuca
2 g de bacto agar

Medio P~10: 100 rml de solucidn B

4 ¢ de almiddén de yuca
2 g de bactc agar
También se prepard los sigulientes medios de cultivo:

Medio P-11: 3,5 g Czapek Dox Brith (Difco) cuya composicidn

por 100 ml de solucidn es igual a la solucidn A
mas 3 g de sacarosa
2 g de bacto agar

Medio P-123 3,5 Czapek Dox

0,4 g amino Acidos (Vitamin-Free Casamino acids,
Difco)

2 g de bacto agar
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Yiedio P-13: 3,5 z Czapek Dox

0,4 g de anino acidos
2 g de vitaminas (Nutritional Biochemical Corp.)
2 g de bacto agar
Después de esterilizados los medios, se prepararon los platos
Petri a temperatura ambiente y luego fueron inoculados con 1 ml

de la suspensidn de esporas de M, anisopliae y los mutantes en

cada plato,

Los platos sembrados fueron colocados a la estufa a 30 C
donde se incubaron y a partir del tercer dla se hicieron observa-
ciones durante 8 dias, para ver el comportamiento de la actividad
enzimdtica en los diferentes medios de cultivo, midiendo el area

hidrolizada producida por las enzimas del hongo.

3.4 Cria del Insecto

Las larvas de H, grandella utilizadas en la realizacidn del
presente estudio fueron proveidas por el Departamento de Ciencias
Forestales Tropicales del IICA-CTEI, Estas larvas fueron criadas
en frascos de una onza con dieta artificial No. 12, cuya composi-
cidn estd en el Cuadro 1 (Apéndice), hasta la tercera parte del
frasco (aproximadamente 10 g), poniendo dos larvas en cada uno de
los frascos,

La dieta que se utilizd para criar las larvas, es una modi-
ficacidn de una dieta para Heliothis sp. suministrada por el Dr.
M. J, Lukefahr, USDA, Brownsville, Texas, EE.UU, Conocida con la
identificacidn de dieta No, 12, la composicidn estd dada por
Berrios {6) y Sterringz (59). s ia misma dieta gue se utiliza
en la cria artificial de esta plaga en el Laboratorio de Hypsipylam

téenica utilizada por Grijpma (22).
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3.5 BSeleccidn de Larvas de II. grandella en Quinta Fase

Las larvas se seleccionaron por el tamafio de la cépsula ce-
fAlica comparandola con un patrén ya determinado, bajo el estereos-
copio., Este patrén ha sido montado con cépsulas cefdlicas de cada

fase colectadas después de cada eodisis, Figura 1.

3.6 Inoculacidn

Le inoculacidn se 1llevd a cabo por ilnmersién de las larvas
seleccionadas de quinta fase en grupos de 10, por el tilempo de un
minuto, en una suspensidn de esporas de concentracidn viable cono-
cida, La suspensidn de esporas preparada segin indicacidn en

seccidn 3.2,

3.7 Prueba de Patogenicidad de l. anisopliae y sus HMutantes

Se tomaron 300 larvas seleccionadas de acuerdo al tamzhio de

la capsula cefdlica de gquinta fase, criadas en dieta artificial
No., 12 y se dlvidieron en seis grupos de 50 larvas cada uno.
Cada grupo fue tratado con una concentracidn de esporas viables
conocida y el testigo con 50 ml de agua estéril mds una gota de
Tritdn X-100 estéril.

Las larvas tratadas se colocaron individualmente en frascos
de una onza con dieta artificial No, 12, Las observaciones fueron
hechas a partir del tercer dia hasta el noveno después del trata-
miento, habidndose llevado registro del nimero de larvas muertas
por el hongo, namero de larvas muertas naturales y niimero de lar-
vas que llegaron a adulto. Para diferenciar las larvas maertas por
el hongo, se pusieron en platos Petfi con papel de filtro humede-
cido, donde se observd el desarrcollo del micelio y esporulacidn

del hongo.



Fig. ! Cdpsulos cefdlicos de los seis foses de H. grondello
colectadas después de coda ecdesis
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Se trabajaron con las sigulentes diluciones:

A =

uy)
i

Q
H

!
i

3;?01

M O
i

0,5 g de esporas diluidas en 50 ml de agua estéril mas
1 gota de Tritdn X-100 estéril

1/2 A

1/10 A

1/20 A

1/40 A

testigo (50 ml agua estéril mds 1 gota Tritdn X-100 estéril)

Calculo de 1la mortalidad

La mortalidad se calculd usando la férmula de Abbott (1):

Vortalidad en el tratamiento -~ Mortalidad en el testigo

M =

mb = mn

_mt
Mt = =

My = =
n

pH = M
n

Mt = ¥n
MH = M

e

Sobrevivencia en el testigo
mH
100

100
100

MH

Mn

Correccidn de Abbott:

M =

MH

_ Mt - lin

100~Mn = 100~Fn

y = dortalidad causada por el hongo
Sobrevivencia en el testigo

donde:

mt = total larvas muertas

mH = larvas muertas por el hongo

mn = larvas muertas naturales (otras causas)
n = nimero de larvas tratadas

Mt = Mortalidad total en el tratamiento

MH = mortalidad por el hongo
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N

mortalidad natural

i

¥n
100-1n = sobrevivencia (por ciento) en el testigo

I mortalidad correglda

IF

3472 Determinacidn de la concentracidn letal-350

La determinacidn de la CLSG se hizo por regresidn simple uti-
lizando la férmula: ¥ =a + b In C

donde: Y = prdbitas de mortalidad

¢ = concentracidn en millornes de esporas viables /ml

Para esto se graficd la linea de regresidn con los valores
esperados y dados por la conmputadora del IICA-CTEIL, expresando el
porcentaje de mortalidad corregida por Abbott en prdébitas como fun-
cibn del logaritmo de la concentracidn de esporas vlables., Esto

se realizd en cada uno de los mutantes independientemente,

3.8 Efecto de las Micotoxinas Producidas por el Hongo

Para esta pruebs se prepard unha suspensidn de esporas como se
indica en la seccidn 3.2, De esta suspensidn de esporas se senbra-
ron 2 ml en el medio liquidoc Sabouraud (dextrosa, 10 g; neo-peptona,
5 g3 y extracto de levadura, 1 g en 500 ml de agua destilada). E1
medio de cultive (96 ml) sembradc con las esporas Se puso en un
agitador de temperatura regulable (New Brunswick Gyrotory Shaker,
nodelo G 25) por 3, 6 ¥y 9 dias., Cumplido este tiempo de agitacidn
indicado, se procedid a extraer la micotoxina de la siguiente manera:
el cultivo de esporas se  centrifugd Aurante 10 minutos en una
centrifuga Servdl Superspeed, en marca de 100 del roestato y el
sobrenadante se pasd por un filtro Millipore de 0,8 micrones. De
este filtrado se prepard diferentes diluciones (A'= IOO; B'= 1/2

109 ¢t = 10™4 y D' = 1/2 10_1) v se mizecld 10 ml de cada
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dAilucidn con 90 ml de dieta Wo, 12, como testigo se usd 10 ml de
agua destilada y estéril con 90 ml de dieta.

Para ver el efecto de la micotoxina mezclada con la dieta se
tomaron 100 larvas seleccionadas de 3, 6y 9 dias de eclosionadas,
criadas en dieta artificial No, 12 y se dividleron en cinco grupos
de 20 larvas, Las larvas de cada grupo fueron puestas en frascos
individuales de una onza con aproximadamente 10 g de la mezcla de
las diferentes diluciones de micotoxina con la dieta,

Las observaciones fueron hechas a partir del tercer dia hasta
que las larvas lleguen al estado de adulto, habiéndose llevado re-
gistro del nimero de larvas muertas y el tiempo que tardan en lle-
gar a adulto,

Todo este procedimiento se hizo con las micotoxinas de 3, 6
¥y 9 dias de cultivado el hongo en el medio ligquido Sabouraud, para

cada uno de los mutantes y el tipo silvestre.

3.9 Efecto de las Badiaclones sobre la Capacidad de Formar Colonias

Para realizar las irradiaciones de cada uno de los mutantes y
del tipo silvestre, se siguid la siguiente metodologla: se tomaron
10 ml de la suspensidn preparada pesando 0,5 g de esporas en 50 ml
de agua destilada, estéril, mis una gota de Tritdn X-100, estéril
¥y se pusieron en un plato Petri, EBsta suspensidn se mantuvo agitada
durante el tiempo de exposicidn a la luz ultravioleta de 17,5 ergios
/mmz/seg de intensidad, sobre la superficie de un rotador Eberbach,
Log tiempo de exposicidn a la luz empleados fueron de 0, 2, 4, 6,

8, 10, 12, 15, 18, 20 y 21 minutos,

Para la irradiacidn se usd una lampara germicida modelo G15T8,

15 Watt de la General Electric que emite la mayor parte de energia

ultravioleta a una longitud de onda de 254 np.
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Despuds de irradiar la suspensidén se senbrd en diferentes di-
luciones de aouerdo a2l tiempo de irradiacidn en platos con medio de
cultivo SDAY. ©Hstos platos seuntbrados con el hongo Tueron colocados
en una estufa a 30 ¢ donde se incubaron y a los tres dias se reali-
26 el contaje de las esporas sobrevivientes que retuvieron la capa-
cidad para formar colonias, con un contador de bacterlas New Bruns-

wick Scientific,

3,10 Correccidn de la Bvaporacidn de la Suspensidn de Esporas en
el Proceso de lrradiacidn

Para esta prueba se tomd 10 nl de agua destilada, estéril;
se pusc en un plato Petri y se siguld el procedimiento de irradia-
cidn empleadc en la seccidn 3.8. Después de cada tiempo de irra-
diacidn se midid la cantidad de agua evaporada. Esta cantidad de
agua evaporada en cada tiempo de irradiacidn se ahadid a la sus-

pensidbn de esporas para mantener la misma concentracidn de esporas.
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L, RESULTADOS

4,1 Patogenicidad del Hongo }¥. anisonliae y sus Mutantes

Las larvas inoculadas fueron observadas a partir del tercer
dia, durante seis dias. Todas las larvas muertas se pusieron en
platos Petri con papel de filtro humedecido, donde se reconocid a
las atacadas por su decoloracidn, turgidez y rigidez, ¥y ademas
porque a las 24 horas de nuertas comenzd a emerger el micelio
blanguecino a través de las seudopatas y espiréculos, llegando a
cubrir todo el cuerpo de la larva, tomando un color blanco unifor-
me a los tres dias., EL color blanco del micelio se presentd en
el tipo silvestre y en los cuatro mutantes, Seguidamente al espo-
rular el hongo el color de la larva cambia a verde oscuro en el
cagso del silvestre a verde claro en el caso del mutante FB~6-2,

a amarillo café en el caso de FB-7-3, a verde oscuro vinoso de
FB~9Q~2 ¥ a gris plateadé en FB-13, Finalmente las larvas ataca-
dag se transforman complefamente en una mnasa de esporag8 gue son
faciles de desintegrarse con un suave novimiento,

Los mutantes FB«6-2, FB=-7-3 y FB~13 mantienen el color de sus
esporas desarrolladas en el medio de cultivo sobre las larvas de
prueba., Mientras que el mutante FB-9-2, cuyas esporas son de color
verde oscuro vinoso en el medio de cultivo, sobre las larvas toman
un color verde oscurc muy similar al color de las esporas del sil-
vestre,

La mortalidad de las larvas tratadas se muestran en los Cua-
dros 1, 2, 3, 4 v 5, donde se aprecia que las larvas de H., gran-

dells en la V fase son susceptibles a M. anisopliae tipo silvestre

y a sus mutantes. Se ve también que mis del 50 por ciento de las

larvas fueron atacadas en la mayor concentracidn de esporas viables,
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Cuadre 1. Mortalidad de larvas de E., grandella en V fase a los
@ 4fas de tratadas con diferentes concentraciones de
esporas de M., anisoplise

Esporas No., de Total de Larvas muertas por larvas Porciento Pro-

viables larvas larvas el hon~ causas deg~ vivas de morta~ bi-
por ml trata- muertas 20 conocidas lidad co tas
das rregzida
4,13x10§ 50 30 28 2 20 59,58 5,23
2,96x108 50 22 21 1 28 Ly, 68 4,86
O,Ltlxlo8 50 20 19 1 30 Lo,43 4,78
G,2Ox108 50 17 16 1 33 34,04 4,589
0,1Ox108 50 17 15 2 33 31,91 4,53
0,05%x10 50 12 10 2 38 21,28 4,20
0 50 2 0 2 48 0,00 -

Cuadro 2. UlMortalidad de larvas de H. grandella en V fase a los
9 dias de tratadas con diferentes concentraciones de
esporas de M, anisopliae FB-7-3

Esporas No, de Total de Larvas muertas por Larvas Porciento Prd-

viables larvas larvas el hon- causas desgs- vivas de morta- bi-
por ml trata- muertas go conocidas lidad co- tas
das rregida
2,71x10g 50 32 30 2 18 65,22 5,40
1,35x108 50 28 25 3 22 54,35 5,10
O,27x108 50 21 ' 19 2 29 43,30 4,77
0,13X108 £0 18 15 3 32 32,64 4,54
0,07x10 50 9 7 2 L1 15,22 3,95
0 50 I 0 4 L& 0,00 -

Cuadro 3. Mortalidad de larvas de H. grandella en V fase a los
QO dias de tratadas con diferentes concentraciones de
esporas de [, anisopliae FB-9-2

Esporas No., de Total de Larvas muertas por Larvas POrciento Pro—

viables larvas larvas el hon~ causas des- vivas de morta- bi-
por ml trata- muertas g0 conocidas lidad co- tas
das rregida
?,68x10; 50 32 29 3 18 61,70 5,25
3,84x107 50 25 23 2 25 48,95 4,98
O,?6x10? 50 19 18 1 31 38,29 4,70
0,38}{107 50 11 10 1 39 21,28 4,19
0,19x10 50 11 3] 3 39 17,02 4,05
0 50 3 0 3 L7 0,00 =~
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Cuadro 4, lMortalidad de larvas de H. grandells en V fase a los
9 dlas de tratadas con diferentes concentraciones de
esporas de k. anisopliae FB-13

Esporas No, de Total de Larvas miertas por Larvas Porciento Pro-
viables larvas larvas el hon- causas des- vivas de morta~ Dbi-
por ml trata~ muertas g0 conocidas lidad co- tas
das rregidas

3,35%105 50 33 32 1 17 68,09 5,55
1,68x108 50 19 19 () 31 ho,43 5,05
0,33x108 50 12 12 0 38 25,53 4,78
0,16x108 50 13 11 2 37 23,40 L,68
0,08x10 50 14 10 4 36 21,28 b,36

0 50 3 0 3 L7 0,00 -
Cuadro 5, lMortalidad de larvas de H. grandella en V fase a los

9 dias de tratadas con diferentes concentraciones de
esporas de li, anisopliae FB-6-2
Esporas No. de Total de Larvas muertas por Larvas Porciento Pro-
viables larvas larvas el hon- causas des- vivas de morta- bi-
por ml trata- muertas go conocidas lidad co- tas
das rregidas

2,53x208 50 36 34 2 14 70,83 5,50
1,2?x108 50 25 20 1 26 52,17 5,05
0,25x10g5 50 19 .18 1 36 39,13 4,78
0,12x108 50 22 17 5 33 36,90 4,68
0,06x10 50 17 12 5 38 26,09 4,36

0 50 4 0 4 46 0,00 -

Las larvas muertas por causas desconocidas tienen un bajo por-

centaje y posiblemente se deba en algunos casos a contaminacidn

de

la dieta y a dahos fiszicos en el manipuleo de las larvas. HBste nii-

mero similar en todos los tratamientos y en el testigo, indica que

el porcentaje de mortalidad por causas que no es el hongo es una

mortalidad normal gue ocurre en cada tratamiento,

La tendencia de los resultados de mortalidad de larvas causadas

por diferentes concentraciones de esporas de M, anisopliae y de

cuatro mutantes se ve mis claramente en las Figuras 2, 3, 4, 5y

6.

los
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. ;- 2
Las lineas de regresidn y el R calculados para los valores

de dosis mortalidad de }i. anisopliae y de los cuatro mutantes so-

bre las larvas de V fase de H. grandella estén dados en el Cuadro
6,

Valores de las ecuaciones de regresidn y Hz de la do=-
sis mortalidad de [, anisopliae y sus mutantes sobre
larvas de V fase de H. grandella,

Cuadro 6.

M. anisopliae Bouacion de Regresion RZ

Silvestre Y = 3,98 - 0,193 1n C 0,91
FB~7-3 Y = 3,5 - 013“‘ in C 0,93
FBwQ.2 Y = 3,85 - 0,322 1In C 0,95
FB-113 Y = 3,36 - 0,31 1n C 0,85
PB~6-2 Y =3,9 - 0,28 1n ¢ 0,92

Loz 1limites de confianza al 95 por ciento para los valores de

las pendientes estan dados en el Cuadro 7.

Cuadreo 7. Limites de confianza al 95 por clento de los valores de

las pendientes de }i. anisopliase y de los cuatro mutantes

Limites de conflanza al 95%

. anisopliae Pendiente Superior Inferior
Silvestre 0,19358 0,33798 0,04923
FB~7~3 0,34133 0,52815 0,15451
FB-9-2 0,32171 0,54228 0,10114
FB-173 0,31650 0,50177 0,13123
FB=6~2 0,27731 0,47864 0,07598

Las dosis calculadas de esporas viables por ml necesarias para

obtener el 50 por ciento de mortalidad (CL) estén dados en el Cuadro

Cuadro 8., Wimero de esporas viables/ml de }. anisopliae requeridas
para producir 50 por ciento de mortalidad en la V fase

de H. grandells

I, anisopliae

Concentracidn de esporas viables/ml

Silvestre 19,2 % 107
FB-7-3 7 98% 1o;
FBeQ-2 3.h5x 10
FB-13 17,6 % 105
FBwf-2 5,51x 10
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Se puede apreciar que el mutante FB-9-2 reguiere menos can-
tidad de esporas por unidad de velumen para producir el 50 por
ciento de mortalidad y &1 silvestre reguiere concentracidn mis al-
ta de esporas para causar el 50 por ciento de mortalidad. El valor
de CL5O es la medida cuantitativa mis comunmente usada para ex-
presar la patogenicidad relativa de un patdgeno sobre un hospedan-

te determinado,.

ol

.2 Efecto de las Radiaciones sobre la Capacidad para Formar
Colonias en Esporas de }i, anisoplize y sus Mutantes

Los resultados de estas pruebas estin dados en las Figuras
7 ¥y 8 donde se aprecia la reduccidn de la viabilidad producida
por el aumento del tiempo de irradiacidn en la suspensidn acuosa de
esporas, Se observa una gran variacidn en susceptibilidad dentro
de cada mutante y el silvestre debido a la influencia de la edad
de las esporas y a las caracteristicas gendticas de cada uno. BEn
el Cuadro 9 se conpara la sobrevivencia de los mutantes con el ti-
po silvestre a una dosis de irradiacidn baja y a una dosils alta,
Se puede observar que con esporas de 60 dias de edad a una dosis

de 8l4x10° ergios/mm2 la sobrevivencia de H. anisopliae y sus mu-

tantes FB-9«2 y FB~7-3 es parecida, y que los mutantes FB-13 y
FB-6-2 tienen una sobrevivencia de 103 v 101“L veces mas baja. A
una dosis de 168x10° ergios/mm2 solamente el mutante FB-9-2 mues-
tra mayor resistencia que el tipo silvestre y log otros mayor sen-
sitividad, IEstos datos indican que de los mutantes selecclonados
s6lo la cepa FB-9-2 se puede considerar mids resistente a la luz
ultravioleta que el tipo silvestre,.

En el Cuzdro 10 se puede apreciar que con esporas de 90 dias

de recolectadas y almacenadas a 4 C la sobrevivencia del mutante
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Cuadro 9., Fraccidn sobreviviemte de esporas de 60 dias de edad,
almacenadas a 4 C de ¥, anisopliae y sus mutantes a una
dods bhja vy alta de irradiacidn ultravioleta 254 nm

Dosis de irra-

dinoidn Silvestre FB-9-2  FB~Y~3 FB~13 FB-6-2
Traccibn sobreviviente
3 - - . -
8@x13m§§gios 1,1x19h1 1,0%10 1 1,0%10 1 5,5x1077  2,0%10 5
(103 e - - - - -
168113m§§g108 1,121073  7,0%1072 6,0x10™" 1,5x10™5 1,0%107°
3 Sobrevivencia relativa al silvestre
84x13m§gglos 1 9,1x10“1 9,1x107% 5,0x1077 1.8xl0“u
3 - - -
168X13nggios 1 6,3 5, hx10™L 1,4%10 2 9,0x10 4

Cuadro 10. Traccibn sobreviviente de esporas de 90 dlas de edad,
almacenadas a 4 C de }1, anisopliae y sus mubantes a
una dosis alta y baja de irradiacidn ultravioleta 254 nm

Dosis de irra-

dim0idn silvestre FB~9-2 FB-7-73 FB-13 FBw6~2
Fraccidn sobreviviente
84X193§§gi°s 5.6x107%  1,6x107% 1,8x1077 4,8x10”7 5,6x1072
168X19;;§gios 4, sx107%  1,5¢1070 2,6x1070 2,6x1070 4, sx107%
Sobrevivencia relativa al silvestre
8”X1gi;§gios 1 2,8x10"1  3,2x107% 8,6x107° 1
168X19;;§8103 1 3,3 5,7x107% 6,0%1077 1

FB-6-2 es igual a la del tipo silvestre a la dosis baja (8#x103
ergios/mmz) v a dosis alta.ﬁéBxlOBergios/mmz). 81 mutante FB-9-2
muestra un poco menor resistencia a dosis baja pero cerca de tres
veces mAs sobrevivencla a dosis alta,

Los mutantes FB~13 y FB-7-3 muestran mucho menor sobreviven-

cla a ambas dosis.
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Si analizames el efecto del dmacenamiento sobre la resisten-
cla de las esporas a la radiacidn ultravioleta podemos observar
gque el mutante FB~9~2 conserva su resistibilidad, el mutante FBw=£-2
ruestra un ineremento considerable en su resistencia hasta el pun-
to de igualar al tipo silvestre, el mutante FB-7-3 sin embargo
miestra el fendmeno contrario, es decir, se vuelve mAs radiosen-
sitive que el silvestre a medida que aumenta la edad de las espo-
ras, mientras que el mutante FB-13 siguid siendo el mAs suscepbi-

ble a la radiacidn afin después del almacenamiento,

4.3 Prueba de Correccidn de Evaporacidn de la Suspensidn de
. -
Esporas en Proceso de Irradiacidn

El resultado de esta prueba estd en la Figura 9 donde se apre-
cla la cantidad de agua evaporada en el trascurso de la irradiacidn,
Llegando a evaporarse en 21 minutos casi el 10 por ciento de 1la
cantidad inicial del liquido.

En la Figura 10 se observa una prueba con el mutante FB=13
donde se compara una curva de la capacidad de formar colonias, rea-~
lizada siguiendo el método de irradiacidn ya descrito en la sec-
cidn 3,2 con obtra curva de la misma concentracidn pero afadiéndole
la cantidad de agua evaporada, ya determinada segfin prueba de eva-
poracidn de la suspensidn de esporas. Donde se confirma que en el
proceso de irradiacidn hay evaporacidn pero que ésta solo altera
ligeramente la concentracidn de esporas en los filtimos minutos de
irradiacidn, porque al seguir tomando para irradiar la misma can-
tidad de suspensidn de esporas aque ha perdido agua, se estd to-

mando mayor nimero de esporas,

h.4 Actividad Enzimdtica

El método utilizado no sirvid para detectar la actividad en-

zimatica de las cepas estudiadas,
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ho4,1 Ifecto de 1la actividad de las Toxinas producidas en el
desarrollio del hongo en el medio liguido SDAY

Al desarrollar M. anigopliae y los cuatro mutantes en el me-

dio liquido produjeron sustancias tdxicas cuya actividad se mani-
festd produciendo en las larvas de H. grandells inhibicidn en el
desarrollo, por lo tanto, un alargamiento del ciclo de vida; pér-
dida de movimiento y muerte de la larva, aungue en porcentaje bajo,
Las larvas muertas por la micotoxina se reconocieron por su enne-
grecimiento en comparacidn a las muertas en el testigo.

En la Figura 11 se muestra la diferencia de tamafio entre las
larvas de H. grandella criadas sobre dieta No. 12 mezclada con di-
ferentes diluciones de micotoxina producida a los tres dlas de cul-
tivado en mwedio 1iguido, agitado. ILa misma diferencia de tamaho
se observd® en las larvas puestas en dieta con micotoxina de los mu-
tantes y también con las micotoxinas producidas a losg sels y nueve
dias de cultivado en medio liguido, agitado.

Los resulitados de los experimentos con micotoxinas produclidas
por las cepas estudiadas a los 3,6 y 9 dias de incubacidn en medio
1fquido agitado, sobre la pupacidn a los 28 dias de larvas de H.
grandella estdn dados en Cuadro 11, Se puede apreciar que mas del
80 por ciento de todas las larvas del testigo empuparon a los 28
dias,

El tipo silvestre empieza a producir toxinas en los tres pri-
meros dias de incubacidn, alcanzando el miximo a los 6 dias, Des-
pués de 6 dias la toxina aparentemente empleza a perder efectividad.

El mutante FB-7-3 empieza a produclr toxinas después de tres
dias de incubacidn y tambidn pierde efectividad después de 6 dias

de incubacidn.



Fig. It Efecto de la ingestion de igs toxinas producidas por M anisoplive silvestre
sobre el desorrolio de las lorvas de H. grondelta. Lo lorva de o iz -

quierdo es I del testigo y las de lo derecho muestran efecto del agumen-
fo en to concentracidn de toxinos
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Los mutantes FB-13 y FB~9-2 empliezan a producir toxines dege
puéds de los 6 dias de incubacidn y en cantidades relativamente pe-
quefias como lo muestra la poca reduccidn en el porcentaje de pupa-
cibn,
Cuadro 11, ®fecto de las toxinas producidas por M. anisopliae
silvestre y sus mutantes, incubados en medio liquido
SDAY por tres periodos diferentes, sobre el porcentaje

de pupacidn de larvas de H, grandella a los 28 dias
después del tratamiento

Edad del Trata- No, de Porcentaje de pupacion a los 28 dias

cultivo mien- larvas después del tratamiento
en dias tog¥ trata-~ Silvestre FB-7-3 FB-G~2 FB-13 FB-6-2
das
3 Al 20 0 95 85 85 75
B! 20 30 90 95 g0 95
c! 20 85 95 90 95 85
Dt 20 95 95 a0 80 30
T 20 95 95 95 95 g5
6 Al 20 0 0 80 90 0
B 20 0 0 Q0 80 15
ct 20 . 0 0 90 05 10
D 20 60 135 90 80 45
T 20 80 95 g5 g5 80
9 A 20 0 10 65 60 69
Bt 20 20 15 75 Q0 70
e 20 95 85 90 90 90
D! 20 95 95 95 100 95
T 20 90 100 100 100 a0

* Los tratamientos estén descritos en la seccidn de materiales y
métodos,

El mutante FB~6-2 al igual que el mutante FB-7-3 empieza a
producir toxinas después de los tres dias de incubacidn, sin embar-
go, la cantidad excretada por FB-7-3 parece ser mucho mayor que la
de FB-6-2,

En términos generales al observar el efecto de las toxinas
sobre la pupacibn podemos decir, que el mutante FB-7-3 es el mis
efectivo de todas las cepas estudiadas y los mutantes FB-9-2 y

FB-13 son los menos efectivos,



by

El efecto de las toxinas sobre la mortalidad de larvas se ve
en el Cuadro 12, Se observa que las toxinas producidas por los mu-
tantes FB-13 y FB-9-2 causan baja mortalidad (5 a 10 por ciento) de
las larvas, la mayoria de las larvas que no mueren logran empupar.

Las toxinas del mutante FB-6-2 causaron del 5 al 25 por ciento
de mortalidad con las mayores concentraciones usadas, no habiendo
diferencia significativa con el periodo de incubacidn del hongo.

Las mortalidades causadas por el tipo silvestre y el mutante
FB-7-3 pueden aleanzar hasta un 90 por ciento con la mAyor concer-
tracidn usada. Esto significa que el efecto de las toxinas produ-
cidas por el tipo silvestre y el mutante FB-7-3 sobre la pupacidn
mostrada en el Cuadro 11, se debe a la mortalidad de las larvas,
mientras que el efecto de las toxinas producidas por los otros mu~
tantes sobre la pupacidn se debe a una inhibicidn en el desarrollo
de las larvas, A pesar de su crecimiento lento estas larvas logran
empupar y dan origen a adultos visiblemente no defectuosos después

de un periodo normal de pupacidn.
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Cuadro 12, Efecto de las toxinas producidas por i, anisopliae
silvestre y sus mutantes, incubados por Tres periodos
diferentes en medio 1iguido SDAY, sobre el porcentaje
de mortalidad total de larvas de H. grandella

Edad del Trata- MNo. de Porcentaje de mortalidad total de lar-
cultive mien-  larvas vas L
en dias to¥ tratadas Silvestre FB~7-3 FB-9.~2 FB-13 FB-H~3

3 A 20 60 5 15 10 15
B* 20 Lo 10 5 0 5
oL 20 10 5 10 5 10
D' 20 5 5 5 15 5
T 20 5 5 5 5 5
6 A 20 80 90 20 15 25
B' 20 50 80 10 5 25
o 20 10 60 10 5 20
D' 20 20 35 10 10 5
T 20 5 5 5 5 5
9 A 20 s 5 20 5 5
B’ 20 35 10 15 0 10
c! 20 0 10 0 10 10
D' 20 0 5 0 0 5
T 20 5 5 0 0 5

* Los tratamientos estAn descritos en la seccidn de materiales y
métodos.,
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5, DISCUSION

Las pruebas de patogenicidad se hicleron sobre la V fase de
H. grandella, por ser ésta la mAs susceptible al ataque del hongo
(6) v en efecto se encontrd que los mutantes y el silvestre dieron
una mortalidad superior al 50 por ciento. Berrios (6) trabajando
con el hongo M. anisopliae sobre larvas de H. grandella encontrd
que las fases V, VI, VII presentan mayor susceptibilidad que las
primeras fases, estando de acuerdo con la regla de que las larvas
de mayor edad son las mAs susceptibles (33), La susceptibilidad
de las filtimas fases y en especial de la V fase ha sido probada
en varios eXperimentos y con varlos patdgenos. Niyajina y Kawase

(39) utilizan la V fase de Bombyx mori al probar la accifn pato-

génica de la polihedrosis nuclear., Norris (41) estudiando el
efecto de la luz solar, radiaciones y temperatura sobre la capa-
cidad patogénica del virus utilizd también la V fase de Lambdins

fiscellaria lugubrosa.

En los resultados de las pruebas de patogenioidad de los mu~
tantes y del silvestre, la presencia de la enfermedad fue clara,
Los sintomas gue presentan las larvas atacadas son similares a los
descritos en larvas de H. grandella por Berrfos (6), en Scutige-

rella inmaculata seglin Steinhaus (58) y en larvas de varias es-

pecies de insectos seglin Getzen y Shanks {21).

La mayor mortalidad se produjo entre los tres y nueve dias
de inoculadas las larvas, Despuds del noveno dia las larvas tra-
tadas que no murieron llegaron al estado de pupa y posteriormente
al estado de adulto, siendo el periodo miximo de mortalidad a los
seis dias, Estos datos coinciden con los observados por Berrios

(6), Madelin (35) y Getzin y Shanks (21).
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La mortalidad observada en los cuatro mutantes es superior a
la del gilvestre, ya gue la CL5O de éste requiere mayor concentra-
cidn de esporas para producir el 50 por ciento de mortalidad, &1
més patégerico es el mutante FB-9-2, seguido del mutante FB-6-2, Hg-
to indica que las caracteristicas de patogenicidad, en este caso,

caracteristica deseada y buscada de li. anisopliae ha sido mejorada

como consecuencia de un cambilio hereditario inducido mediante la
irradiacién gamma. Stakman y Harrar (57) indican que las mutacio-
nes que afectan caracteristicas culturales como el color, la topo-
grafia y consistencia de las colonias son comunes, Como mutaciones
de caracteristicas fisioldgicas cita la produccidn de enzimas, la
reaccidn a sustancias tdéxicas, las exigenclas de temperatura., &l
proceso sSe observa a menude en los caracteres morfoldgicos y prin-
cipalmente en la forma, tamaifio y color, Organcs de frutificacidn

y formas de resistencia, También es comin la mubtacién en el vigor
sexual y en la patogenicidad. Bl nlimero y las clases de mutantes

preoducidos en patdgenos tales come Ustilago Maydis y Helminthospo-

rium sativum es innumerable.

Esser y Kuener (16} citan muchos trabajos sobre mutaciones
producidas con rayos X como los de Stapleton et al., 1952, y Staple-

ton y Hollaender, 1952 en Aspergillus terreus, Markert, 1952, 1956

en Glomerella cingulata. Lindegren y Lindegren, 1941; Sansome et

al., 1945; De Serres y Kolmark, 1958; Giles, 1951; en Neurospora

crassa, ete., DMuataciones producidas con rayos gamma como los bra-

bajos de Dupin, 1963 en Saccharomyces cerevisiae y Heslot, 1962

en Schizosaccharomyces pombe, Ios producidos por radiacidn ultra

violeta como los de Apirion, 19633 Kafer y Chen, 1964; Kilbey, 1964z

en Aspergillus nidulans, larkert, 1952, 1953 en Glomerella
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cingulata, Lindegren y Lindegren, 1941; Beadle y Tatum, 1945

Reissing, 1963a; Howe y Terry, 1962 en Neurospora crassa, ecete,

Se determind el efecto de la radiacidn ultravioleta sobre 1la
capacidad de formar colonias para obtener una indicacidn de la

susceptibilidad relativa de las esporas de i« anisopliae y sus

cuatro mutantes, Las curvas de respuesta del logaritmo de la
sobrevivencia en funcidn de la dosis presentan, en todos los casos,
mesetas iniciales que no sobrepasan un ciclo de inactivacidn; pog-
teriormente las curvas se vuelven lineales en algunos cas0s8 ¥y en
otros adquieren una nueva tendencia dependiendo de la edad de las
esporas y de una ligera alteracidn de la concentracidn de esporas
en el proceso de irradiacidn, Les mesets de las curvas presenta-
das en los primeros minutos de irradiacidn indican que las esporas
aguantan cierta cantidad de daho antes de ser inactivadas, TLa in-

activacidén de M, anisopliae silvestre por la radiacidn ultravioleta

fue determinada por Berrios (6) usando esporas de diferentes edades.
Nuestros resultados usando esporas del silvestre de 60 y 90 dias

de edad concuerdan con su trabajo. ILa curva de sobrevivencia del
tipo silvestre se 1llevd a cabo para tener una base de comparacidn
al determinar la resistencia de los mutantes a la irradiacidn ul-
travioleta, De los mutantes estudiados el FB-9-2 fue el mis radio-
resistente, a los 60 y 90 dias de edad; el mutante FR-6-2 fue el mas
sensitivo a los 60 dias de edad y a los 90 dias adquiere mayor resis-
tencia, similar al silvestre; FB-13 es mis sensitivo que el tipo
silvestre y se comporta casi igual a los 60 y 90 dfas de edad:
mientras gue el mutante FB-7-3 es mais susceptible que el silvestre

a los 90 dias y a los 60 dias de edad es casi similar al silvestre,

Es posible que el color de las esporas influya en su respuesta
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a la irradiacidbn ya que algunos pigmentos presentan tambidn ab-
sorcidn en la regidn ultravioleta,

La presencia de la micotoxina se manifestd en forma similar
a lo expuesto por Praserphon y Tanada (43) guiemes inyectaron las

toxinas intrahemocé&licamente en larvas de ¢. mellonella, Roberts

(47) encontrd que ciertos péptidos producidos en cultivos sumer-

gidos de l. anisopliae son t6xicos para insectos, Estas toxinas

producidas por el hongo causan paralisis teténica cuando son in-

yectadas a larvas de G. mellonella,

En nuestro experimento la micotoxina ingerida demord el ini-
clo de la pupacidn, por lo tanto, €l ciclo de vida de la larva se
alargd compardndola con el control que tardd en iniciar la pupa-
cidn 22-23 dflas despuds de eclosionadas y termind a los 33 dias;
los adultos tardaron en emerger 33 dias y concluyen su ciclo lar~
val a los 38 dias de eclosionadas. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Grijpma (22) al comparar el ciclo de vida de lar-
vas de H. grandella criadas en dieta artificial,

Mo se encontrd correlacidn entre la patogenicidad y el efecto
de las toxinas excretadas en medio ligquido por que en las pruebas de
patogenicidad las esporas se aplican exteriormente sobre la epider-
mis de la larva, mientras gque en las pruebas de la accidn de las
Toxinas, éstas se suministran oralmente mezcladas eon la dieta larval,

Pan medir la actividad enzimitica se utilizd un método senci-
1lo y comfin descrito por Meyrath (38), que consiste en relacionar
el didmetro del Area hidrolizada en un medio de cultivo adecuado
con el didmetro del Area cubierta por el micelio de la colonia.

Ia actividad enzimitica no se pudo medir por este método, al no

producirse el halo hidrolizado por la baja accibn de la actividad
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de las enzimas en los medios de cultiveo probados, Gabriel (19)

encontrd intensa actividad enzimitica con Entomophthora en diverw~

sos medios con quitina; mientras que con !, anisopliae hubo poca

actividad enzimdtica en los medios agar~guitina, agar-quitina con

leche sin grasa y agar nutritivo,
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6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la presente investigacidn se

han derivado las siguientes conclugiones:

1,

De los mutantes estudiados el mas patogénico es el PB-9.2,
seguido por FB-6-2, FB~-7-3, FB-13, siendo el silvestre el de

menor patogenicidad,

El mutante FB-9-2 también demostrd ser el mis resistente de
todos a la radiacidn ultravioleta, Los mutantes FB-6-2,
FB~7-3 y FB-13 aunque resultaron ser mias patogénilcos que el
sllvestre, por su susceptibilidad a la radiacidn ultravioleta
se les considera que tendrian un potencial inferior que el

silvestre en un programa de control microbioldgico,

En cuanto a las toxinas excretadas por e¢l hongo ¥y suministra-
das a las larvas selconsidera gue las toxinas producidas por
el tipo silvestre y el mutante FB-7-3 son las mis efectivas,
tanto por la mortalidad causada como su efecto retardante en

el desarrollo de las larvas.

Bl efecto sobre la pupacidn observado con las toxinas excre~
tadas por los mubtantes FB-9-2, FB-6-2 y FB-13 se debe a inhi-

bicibn en el desarrollo ¥ no a mortalidad,

Hecomendacliones:

Hacer un estudio probando la patogenicidad de cada mutante

en las siete fases de H., grandella y preohar con otras plagas sus-
- O e e

ceptibles al hongo.

Hlacer pruebas de campo con los mutantes mAs patogénicos.,
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Determinar la capacidad de formar colonias del silvestre ¥
sus mtantes después de ser expuestas a la luz solar a fin de pro-
bar la persistencia del. patdgeno en el campo.

En las pruebas de irradiacidn sc debe afiadir la cantidad de
agua evaporada en el trascurso de exposicidn a la irradiacildn para

evitar alterar la concentracidn de la suspensidn de esporas,
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7+ RESUMEN

Este trabajo es continuacidn de una serie de estudios sobre
el uso de los hongos entomopatdgenos en la lucha contra los insec-—
tos, especificamente sobre el desarrollo de mutantes de Metarrhi-

zium anisopliae (Metch,) Sorokin gque sean mis patogénicos y mis

resistentes a la luz ultravioleta que el tipo silvestre,
M, anisopliae es utilizado con éxito en el Brasil en el con-
trol microbioldgico de cierbos insectos de los pastos, En nues-

tro laboratorio hemos estado utilizando el insecto Hypsipyla gran-

della (Zeller), barrenador de las Melidceas como insecto de prueba
en los estudios comparativos de patogenicidad. =Este insecto es la
plaga principal de las Melidceas de alto valor en América tropical;
su control a base de insecticidas quimicos es costoso ¥ tiene que
pensarse en atacar este insecto en forma integrada. E1 uso del

hongo M. anisopliae en un programa de control microbiocldgico puede

llegar a ser un factor importante en el mantenimiendo de esta plaga
a niveles poblaciondes que no causen dafios de importanciz escondmica.
En un estudio anterior se indujo usando radiacidn gamma mutan-

tes de color de M, anisopliae, los cuales se dencminaron ., aniso-

pliae FB-9-2, FB-6-2, FB-7-3 y FB~13,

El propdsito de este trabajo fue comparar la patogenicidad,
la resistencia a la luz ultravioleta y 1la produccidn de toxinas de
estos mutantes con el tipo silvestre,

Bn las pruebas de patogenicidad, usando el eriterio de la CL50
para larvas de V fase de H. grandella, se determind que el mutante
FB~9-2 de color verde oscuro rojizo era el mis patogdnico seguido
por los mutantes FB-6-2, de color verde ¢claro, FB-7-3 de color

amarillo café y FB-13 de color gris plateado, siendo el menos
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patogénico el tipo silvestre

En cuanto a la resistencia a la luz ultravioleta se determind
reduccidn de la viabilidad producida por el aumento del tiempo de
irradiacibn, una gran variacidn de la susceptibilidad dentro de
cada mutante y el silvestre debido a la influencla de la edad de
las esporas (60 y 90 dias) y a las caracteristicas gendticas de
cada uno., El efecto del almacenamiento sobre la resistencia de
las esporas a la radiacidn ultravioleta fue gque el mutante FPB-9-2
es el mAs radioresistente de todas las cepas estudladas y conserva
su resistibilidad, el mutante FB-6-2 aumenta su resistibilidad hasta
igualar al silvestre, el FB-7-~3 por lo contrarioc se vuelve mis
radiosensitivo y =1 mutante FB-13 siguid siendo el mas susceptible
alin después del dmacenamiento.

El efecto de la actividad de las toxinas, producidas en el
desarrollo del silvestre y sus mutantes en medio 1iquido & los 3,
6 v 9 dias de incubacidn ¥y suministradas oralmente a las larvas,
fue inhibicidn en el desarrollo y prolongacidén del perfodo larval,
pérdida de movimiento y en algunos casos hasta muerte de la larva,
Las toxinas producidas por los mutantes FB-13 y FB-9-2 causan baja
mortalidad (5 a 10 por ciento), las producidas por el mutante
FB-6-2 causan del 5 al 25 por ciento de mortalidad, mientras que
la mortalidad causada por el tipo silvestre y el mutante FB-7-3
pueden alcanzar hasta un 90 por ciento con las mayores concentra-

cioneas,
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7a, SUNMARY

This work is a continuation of a series of studies on the
use of entomogenous fungl for the control of insects, specifically

on the development of mutants of ketarrhizium anisopliae (Metchni-

koff) Sorokin that may be more pathogenic and resistant to ultra-
violet radiation than the wild type.

H. anisopliae is used successfully in Brazil in the microbio-

logical control of certain pests of pastures. In our laboratory we
have been utilizing the shoot borer of the Meliamceae, Hypsipyla
grandella (Zeller), as a test insect in comparative studies of
pathogeniclty., This insect is the most important pest of the

high value Meliaceae in tropical America, Its control, based on
chemical insecticides, is expensive and this insect must be attacked

in an integrated menner. The use of the fungus H, anisoplize in

a microbiological control program may be an important factor in
the maintenance of this pest at population levels that do not cause
important economic damage,

In a previous study mutants of H. anisopliae were induced by

gamma radlation, these being denominated . anisopliae FB-9-2,

PB-6-2, FB-7-3, and FB-13,
The objective of the present work was to campare the patho-
genicity, resistance to UV radiation, and the production of toxins

of these mutants with the wild type of M. anisopliae,

In the pathogenicity tests, using the criterion of CLSO for
fifth instar larvae of H., grandella, it was determined that the
mutant FB-9-2 (a reddish dark-green color) was the most pathogenic,

followed by the mutants FB-6-2 (light green), FB-7-3 (yellow-brown),
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and FB~13 (silver-gray color), the wild type (dark green) being
the least pathogenic,
In UV radiation tests, viability was reduced with increased
exposure time. UV-resistivity varied widely within each mutant
and the wild type due to the influence of spore-age (60-90 days) and
genetic characteristics, Storage of the spores had various effects
on resistance to UV radiation, The mubtant FB-9-2 conserved its
resistance and was most resistant to UV, BResistance of FB-6-2 was
increased to that of the wild type while FB-7-3 lost some UV-re-
sistance. FB~13 remained the most susceptible even after storage.
When supplied orally to H. grandella larvae, toxins produced
by the growth of the wild type and its mutants in liquid media
after 3, 6 and 9 days, inhibited development and prolonged the lar-
val period, brought about loss of movement and, in some cases,
even death of the larvae., The toxins produced by the mutants FB-13
and FB-9-2 caused low mortality (5 to 10 percent), those produced
by FB-6-2 caused 5 to 25 percent mortality, while the wild type
and FB~7-3 produced up to 90 percent mortality at higher concen-

trations.



3

10.

11,

12,

57
8. LITERATURA CITADA

ABBOTT, W, S. A method of computing the effectiveness of an
insecticide. Journal of Econonic Entomology 18:265-267,

1925,

AINSWORTH, G. C,, JAMES, P. W, y HAWKSWORTH, D, L. Dictionary
of the fungi, Kew, Commonwealth Mycological Institute,
1971, 663 p,

ALLAN, G. G., GARA, R, I, y WILKINS, R, M, Studies on the
shootborer, Hypsipyvla grandella Zeller, III. The evalua-
tion of some systemic insecticides for the control of lar-
vae in Cedrela odorata L, Turrialba (Costa Rica) 20(4):
h78-487, 1970,

BBERRIOS, F, e HIDALGO-SALVATIERRA, 0., Estudios sobre el ba-
rrenador Hypsipyla grandella Zeller. VIII. Susceptibilidad
de la larva a los hongos Beauveria bassiana (Bal.) ¥y Beau-~

verig tenella (Del.)., Turrialba (Costa Rica) 21(4):4F1-
hsly, 1971,

e HIDALGO~-SALVATIERBA, 0, Estudios sobre el barre-
nador Hypslpyla grandella Zeller., VI, Susceptibilidad de
la larva al hongo iletarrhizium anisopliae (Meteh,)., Tu-
rrialba (Costa Rica) 21(2):214-~219, 1971,

. Estudio de la susceptibilidad del barrenador de las
lMelidceas Hypsipyla grandells Zeller al hongo Hetarrhizium
anisopliae., Tesis Mag, Sc, Turrialba, Costa Rica, I1CA,
1972, 80 p., (mimeo)

BOLETIN INFORMATIVO del Grupo de Trabajo sobre Hypsipyla.
Turrialba, IICA, 1970. 4 p,

BROOKS, D. L, y RAUN, E, S, Entomogenous fungi from corn ine
Sects 12 Iowa., Journal of Invertebrate Pathology 7(1):7k4-
1. 1965,

CADAHIA, D. Las radiaciones ionizantes en la entomologia apli-
cada, Boletin del Servicio de Plagas Forestales (Espafia)
15:15"'27- 1965.

CARLSOM, J. G, Effects of radiation on mitosis., Journal of
Cellular and Comparative Physiology 35:89-101. 1950,

CLERK, G. C. y MADELIN, MM, F. The longevity of conidia of
three insect-parasitizing hyphomycetes, Transactions of
the British Mycological Society 48(2):193-209, 1965,

COOKE, A, R. Effect of gamma irradiation on the ascorbic
acid content of green plants, Science 117 (3028):588-~
589, 1953,



13.

1k,

15.

16,

17.

18,

19.

20,

21,

22,

23,

24,

25,

26,

58

CHAQU, T, W, et al. Effects of pamma radiation on Penicillium
expansium L, I. Some factors influencing the sensitivity of
the fungus. Radiation Botany 10(6):511-516, 1970,

DOURQJEANNY, R, I, Bl barrenador de los brotes (Hypsipvla
grandella) en cedro y caoba. Agronomia (Perti) 30(1):35-473,
1963,

ENTWISTLE, P, F. The current situation on shoot, fruit, ana
collar borers of the meliaceae, Oxford, England, University
of Oxford, 1968, 15 p,

ESSER, K. y KUENEN, R. Genetics of fungi. Translated by Erich
Steiner, WNew York, Springer-Verlag, 1967, 499 p,

'OOD AND AGROCULTURAL ORGANIZATION, Shootborers of the kMelia-
ceae, Unasylva 12(1):30-31. 1958,

GABRIEL, B, P. Fungus infection of insects via the alimentary
tract. Journal of Insect Pathology 1(1):319-330, 1959,

— . Enzymatics of some entomophthorous fungi. Journal
of Invertebrate Pathology 11(1):70-81, 1968,

GETZIN, L. W, Spicaria rileyi (Farlow) an entomogenous fungus
of Trichoplusia ni (Hibner)}. Journal of Insect Pathology
3(1):2-10, 1961,

e ¥ SHANKS, C, H. Infection of the garden symphylan
Scutigerella inmaculata (Newport) by Entomophthora corconata
(Cans.,) Kev, and H. anisopliae (Met,) Sor, dJournel of
Insect Pathology 6(3):6042~543, 196k,

GHIJPMA, P, Studies on the shootborer Hypsipyla grandella
(Zeller)., V. Observations on a rearing technique and a
host selection behavior of adults in captivity. Turrialba
(Costa Rica) 21(2):202-213, 1971,

GUNTHARDT, H, ¥, Studies on aged seeds, II, Relation of age
seeds to cytogenetic effects., Agronomy Journal 45(9):
b38-4b1, 1953,

HALL, I, M. BSome fundamental aspecis of applied insect
pathology. In letcalf, B, L. ed., Advances in pest con-
trol research., New York, Interscience, 1961, +v. 4, pp.
1-32,

« Bl uso de microorganismos en el control bioldgico.
En Bach, P., ed, Control bioldgicc de las plagas de in~
sectos y malas hierbas, Traduccidn por C. M. Castafos,
México, D, F., Continental, 1968, pp., 715-737.

HEINRICH, C, American moths of the subfamily Phycitinae,
Washington, D. C., Smithsonian Institution, 1956, 581 p.



27

28,

29,

30,

31.

32,

33.

34,

35,

36,

37

38:

59

HIDALGO~SALVATIERRA, O. y PALM, J. D, Hstudios sobre el ba-
rrenador de los brotes Hypsipyla grandella (Zeller) (Lep.,
Pyralidae). XIV, Susceptibilidad de la larva del primer
estadio al Bacillus thuringiensis, Turrialba (Costa Rica)
22(4) 467, 1972,

HOLDRIDGE, L, R, Comments on the silviculture of Cedrela,
Caribbean Forester 4(2):77-80, 1954,

HOLLAENDER, A, et al. Quantitative irradiation experiments
with Neurospora crassa, II. Ultraviolet irradiation,
American Journal of Botany 32(4)}:226-235, 1945,

the pale leaf roller and winbter moth by fungi and nematodes
apglied to soil. Canadian Entomologist 100(8):813-818.
1968,

JINENEZ, F., Estudio comparativo de patogenicidad de diferen-
tes variedades del Bacillus thuringiensis en larvas del
instar de Hypsipyla grandella (Zeller), Tesis Ing, Agr,
San José, Costa Rica, Universidad de Costa Rica, Facultad
de Agronomia, 1973, 58 p. (mimeo).

KANDASAMY, D. Hypsipyla robusta (licore) z new host for Beay-
veria tenella (Delacroix) Siermaszko. Journal of Inver-
tebrate Pathology 13(1):149-150, 1969,

KILGORE, W. W. Pest control: biological, physical and sel-
ected chemical methods. WNew York, Academic Press, 1967,
ol p,

MeCAULEY, V,J.E,, ZACHARUCK, R. Y. y TINLINE, R, D. Histopath-
ology of green muscardine in larvae of Ffour species of
Elateridae (Coleoptera)., Journal of Invertebrate Path-
oclogy 12(3):444.450, 1068,

HADELIN, M, F, Los hongos endoparisitos de insectos. Endeav-
our 19(75):181-190, 1960,

MALLA, D. 8. et al. In vitro susceptibility of strains of

Penicillium viridicatium and Aspergillus flavus to beta
irradiation, Experientia 23:492-LQ%, 1987,

NMARCHINATTO, J. Los hongos pardsitos de las plantas., Buenos
Aires, Acme, 1951, pp. 51-56.

MEYRATH, J. gt al, Induction of amylase-producing mutants in
Aspergillius oryzae by different irradiations. In Sympo-~
sium on use for Radiation and Badioisotopes for Genetic
Improvement of Industrial Microroganisms. Vienna 1971,
Hadiation and radioisotopes for industrial microorganisms,
Proceedings, Vienna, International Atomic Energy Agency,
1971, pp. 137-155.




39.

L{’O‘

Lfﬂl.

14‘2 .

43,

Li,

45,

hé,

Ly,

43,

49,

50,

60

HIYAJINA, 8, y KAWASE, S. Changes in virus infectivity titer
in  the hemolymph and midgut during the course of a cyto-
plasmic polyhedrosis in the silkworm, Journhal of Inverte-
brate Pathology 12:329-33L4, 1968,

MOH, €, C, Efecto de radiaciones lonizantes en las plantas
superiores, IICA, Boletin Técnico No, 3, 1958, 22 p,

MORRIS, O, N, Quantitative infectivity studies on the nuclear
polyhedrosis of the Western oak looper Lambdina fiscellaria
sommaria (Hulst,). Journal of Insect Pathology F:207-

215, 1962,

NIRULA, K. K. Observations on the green muscardine fungus in
populations of Oryctes rhinocerus L., Journal of Economic
Entomology 50(6):767-769,

PRASERPHON, S. y TANADA, ¥, DMycotoxins of Entomophthoraceous
fungi, Hilgardia 39(21):581-599, 1969,

RANIREZ, J. Investigacidn preliminar sobre biologia, ecolo-
gia y control de Hypsipyla grandella Zeller. Boletin
del Instituto Forestal Latinoamericano de Investigacidn
¥ Capacitacién (Venezuela) no, 16:54-77, 1964,

+ Apuntes sobre el control de Hypsipyla grandella
Zeller, Instituto Forestal Latinoamericano de Investiga-
cidn y Capacitacibén (Venezuela) no, 22:33-37, 1966,

RBAO, V, P, y BENNETT, P, D, Possibilitiss of biological con-
trol of the Meliaceous shootborers Hypsipyla spp. (Lepi-
doptera:Phycitinae)., Commonwealth Institufe of Biological
Control, Technical Bulletin no, 12, 1969, pp. 61-81,

ROBERTS, D. W. Toxins from the entomogenous fungus Metarrhi-
zium anisopliae. I. Production in subnerged and surface
cultures, and in inorganic and organic nitrogen media,
Journal of Invertebrate Pathology B(2):212-221, 1966,

« Toxins from the entomogenous fungus Metarrhizium
anlsopliae, II, Symptoms and detection in moribund hosts.
Journal of Invertebrate Pathology 8(2):222-227, 1966,

« Toxins from the entomogenous fungus Metarrhizium
anisopliae: Isolation of dextruxins from submerged cul-
tuges. Journal of Invertebrate Pathology 14(1):82-88,
1969,

e

ROOVER, M, Observaciones sobre el ciclo de vida de Hypsipyla
grandella (Zeller) en Barinitas, Venezuela, Boletin del
Instituto Forestal Latinoamericano de Investigacidn y
Capacitacidn (Venezuela) no, 38:1-36, 1971,



51,

52,

53.

Sl‘! '

554

56-

57+

58.

59.

60,

61,

62,

63,

61

ROSS3, H. Introduccldn a la entomologia general o aplicada,
Traducido por Miguel Fusté. 2 ed. Barcelona, Espafia,
Omega, 1968, 536 p.

SANSOVE, K. RBR,, DEIEREC, il. y HOLLAENDER, A. Quantitative
irradiation experiments with Neurospora crassa, I, Ex-
periments with X-rays. American Journal of Botany 32(4):
218-225, 1945,

SHAERFFENBERG, B, Biological and environmental conditions
for the development of mycose caused by the fungi Beau~
veria and Metarrhizium. Journal of Insect Pathology
6{1y:8-10, 198L,

SIITHE, K, ¢, y HAMAWALT, P, C, HMolecular photobiology. New
York, Academic Press, 1969, 230 p,

SMITH, .. A rare dominant chlorophyll mutant in durum wheat
induced by atomic bomb radiatimn., Journal of Heredity 43
(3):125-128, 1952,

SPABROW, A, A survey of the radiosensitivity of some higher
plants, Abstract Rediation Research 3:349, 1955,

STAKMAN, E. C, y HABRAR, J., G, Principios de patologia ve-
getal., Traducido por Juan C, Lindguist, Argentina,
Buseba, 1968, pp. 72-73, 76-~79, 265-268.

STEINWAIS, B, A, Principles of insect pathology. New York,
MeGraw-Hill, 1949, pp. 318-398,

STERRINGA, J, T, Studies on the shootborer Hypsi via grarn-
della (Zeller) (Lep:Pyralidar) XXII, An improved method
for artificlal rearing, Symposium scbre control integral
de Hypsipyla, Turrialba, Costa Rieca, IICA, 1973, {(mimeo)

SWEETMAN, H, L., The principles of biological control, Iowa,
Brown, 1963, pp. 42-54,

TILLMANS, H, 8., Apuntes bibliogréficos sobre Hypsipyla gran-
dells Zeller, Boletin del Instituto Foresfal Latinoame-—
ricano de Investigacldn y Capacitacibn (Venezuela) no., 1l:
83-94, 1964,

TOUMANOFP, K, The action of wvarious entomopathogenous fungi
of Hetlculatermes santimonensis. Biological Abstracts
Lo(7ye37728, 1968,

VEEN, K, H. Oral infection of second-instar nymphs of Schis-
tocerca gregaria by Metarrhizium anisopliae. Journal of
Invertebrate Pathology 8(2):254-256,




o4,

65,

66,

67 .

68,

69.

62

VEGA, L. Influencia de la silvicultura en el comportamiento
de Cedrela en Surinam. In Symposium on integrated control
of Hypsipyla. Turrialba, Costa Rica, 1973, Proceedings.
Turrialba, Costa Hica, IICA, 1973, p. irr,

UALSTAD, J. D., ANDERSOM, R, F. y STAMBAUCH, W, Effects of
environmental conditions on two species of muscardine
fungi {(Beauveria bassiana and Netarrhizium anisopliae),
Journal of Invertebrate Pathology 16(2):221-226, 1970,

HILKINS, R. M, Suppression of the shootborer, Hypsipyla gran-
della Zeller (Lepidoptera:Phycitinae), with controlled
release insecticides. Tesis Dr. Scientiae. Seattle,
Washington, University, 1972. 103 p., (mimeo)

YASEEN, M, y BENNETT, F. D. Investigations into the biolo-
gical control of Hypsipyla grandella Zeller in Trinidad,
W, I, s.n.t. 4 p., (mecanocgrafiado)

ZACHARUCK, R, Y, y TINLINE, R, D. Pathogenicity of M., aniso-
pliae and other fungl for five elaterids (Coleoptera) in
Saskatchewan, Journal of Invertebrate Pathology 12(3):
294-309, 1968,

« PFilne structure of the fungus [, anisopliae infecting
tree species on larval elateridae (Coleoptera). 1I1I. Pene~-
tration of the host integument. Journal of Invertebrate
Path(}logy 15(3):3?2“3961 19?Oa

et




63



6l

Cuadro 1, Dieta no, 12 utilizada pars alimentacién de larvas de
H. grandella en las pruebas de patogenicidad y mico-
toxinas de Metarrhizium anisopliae y sus mutantes

Ingredientes Cantidad
Polvo de zanahoria 50 g
Acemite 75 B
Harina de soya 35 g (350 ml1 de agua)
Azucar 60 g
Agar 10 g (300 ml de agua)
Alfacel 15 g
Sal Wesson's 58
Mezcla de vitaminas 10 g
Hethyl-p~hydroxibenzoico 1z
Aclido sfrbico 1g
Acido ascdrbico 9,5 g
Benzoato de sodio lg
Acido acé&tico 25% 10 ml
KOH 4N ' 5 ml
Formaldehido 10% 5 ml
Aureomicina 5,5 ml
Total 650 ml de agua

Mezcla de vitaminas de la Nutritional Biochemical Corp., vendida
bajo ‘el nombre de Vitamin Diet Fortification Mixture,
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