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Resumen

Entre los factores de patogenicidad de los aislados fungicos que atacan insectos, se
encuentran la actividad de enzimas, como proteasas y quitinasas, producidas por
propagulos fungicos conocidos como blastosporas.

En el presente trabajo se comprobé experimentaimente la actividad de proteasas
totales, una proteasa tipo subtilisina (Pr1) y una tipo tripsina (Pr2), la actividad de
quitinasas en tres aislados (EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3) de Paecilomyces
fumosoroseus de México. También se observo la transicion conidio-blastospera in
vitro en un medio de cultivo con varias fuentes de carbono y de nitrogeno (medio H),
y en un medio sintético con quitina coloidal como unica fuente de carbono y de
nitrogeno. Otro parametro observade fue la virulencia en mosquita blanca
(Trialeurodes vaporariorum) de los tres aislados, expresada a través del indice de
crecimiento y desarrollo fungico (ICDF).

Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron los aislados EH-506/3 (alta
virulencia y rapida colonizacién en la ninfa) y EH-520/3 (baja virulencia y lenta
colenizacion de la ninfa) para infectar ninfas de masquita blanca y dar seguimiento al
desarrollo del hongo con microscopia electronica de barrnido (MEB). Finalmente, se
realizé un estudio inmunocitoquimico por microscopia electronica de transmision
{MET), durante las 6 primeras horas de la infeccion de la mosquita blanca con el
aislado mas virulento (EH-506/3).

De acuerdo con los resultados obtenidos, el aisladc EH-506/3 produjo mas

rapidamente, la mayor cantidad de proteasas totales, Pr1 (745.7 UPr1/ml a las 120



h), Pr2 (251.3 UPr2/ml a las 216 h), con respecto al aislado EH-520/3 que produjo
347.3 UPr1/mi a las 216 h y 208 UPr2/ml a las 240 h del cuitivo. E| aisaldo EH-503/3,
presentd una actividad intermedia de proteasas, con 496.7 UPri/ml a las 312 h, y
200 UPr2/mt a las 48 h. La actividad de quitinasas, en cambio, fue mas alta para EH-
520/3 (81 UQ/ml), comparada con EH-506/3 (76 UQ/ml) y EH-503/3 (61 UQ/mt). La
maxima actividad de qutinasas se observo a las 312 h de cultivo en los tres casos.
Asimismo, EH-506/3 presentd una transformacion dimérfica mas rapida, con respecto
a los otros dos aislados y se observd una rapida penetracion al insecto, tanto
mediante |a determinacion de! ICDF (realizado con los tres aislados) como por MEB
(realizado con EH-506/3 y EH-520/3), ya que a las 18 h, EH-506/3 ya habia
penetrado al hospedante, emergido nuevamente y producido conidios, mientras que
EH-520/3 apenas estaba penetrando al insecto, hecho que coincide con las
observaciones obtenidas al aplicar el ICDF. Las observaciones de MET con el
aislado mas virulento (EH-506/3) permitieron constatar que a las 6 h el hongo ya
habia penetrado, y que se estaban produciendo quitinasas, aunque en muy baja
cantidad.

Los resultados experimentales mostraron evidencias de una aparente relacion entre
Pr1, velocidad del cambio dimérfico y la virulencia del hongo. Asimismo, este estudio
permititd hacer una primera descripcion de la apancién de Pr1 y Pr2 en P.
fumosoroseus y la existencia de estructuras de infeccion como los apresorios en el

binomio P. fumosoroseusimosquita blanca estudiado.



Abstract
Among virulence factors of entomopathogenic fungi, protease and chitinase activities
during blastospore production have been mentioned. This work describes
experimentally the total protease activity, a subtilisin-like protease (Pr1) and a trypsin-
like protease (Pr2) and the chitinase activity of three Paecilomyces fumosoroseus
isolates (EH-506/3, EH-503/3 and EH-520/3) from Mexico.
Conidia-blastospore transition is also described, in a rich culture media with several
carbon-nitrogen sources (H media) and in a basal media with chitin as sole carbon-
nitrogen source.
Virulence, expressed as the growth and developmental fungal index (GDFI) was also
measured in whitefly (Trialeurodes vaporarnorum).
Results of these experiments, pointed out isclates EH-506/6 (high virulence and fast
nymph colonization) and EH-520/3 (low virulence and slow nymph colonization) to
folow the GDFI by scanning electron microscopy (SEM). Finally, an
immunocytochemical study by transmission electron microscopy (TEM) with the most
virulent isolate (EH-506/3) was performed during the first 8 h of fungal infection.
Results shows EH-506/3 as the isolate with a rapid high total protease production, as
well as Pr1 (7457 UPr1/ml a 120 h) and Pr2 (251.3 UPr2/m! at 216 h), in contrast to
EH-520/3 (347.3 UPr1/ml at 216 h and 208 UPr2/ml at 240 h) and EH-503/3 (496.7
UPr1/ml at 312 h and 200 UPr2 at 48 h). High chitinase activity was observedwith
EH-520/3 (81 UQ/mI), in contrast to EH-506/3 (76 UQ/mI) and EH-503/3 (61 UQ/mI).
Higher activities were observed at 312 h in all cases. Also, conidium dimorphism was

faster in EH-506/3 isolate, when compared to the other two isolates. EH-206/3



penetrated the insect within the first 18 h of incubation, observed by FGDI and SEM.
At this time (18 h) spores were produced. EH-520/3 achieved penetration and
conidiation until 48 h.

EH-506/3 TEM observations showed fungal penetration at 6 h of incubation. Low
chitinase production was also observed.

Experimental resuits showed an apparent relation among Pr1 production, dimorphic
change speed and virulence.

This study mentioned Pr1 and Pr2 in P. fumosoroseus for the first time and describes
infection structures that resembled appresioria in shape in the studied relation

P.fumosoroseusAvhitefly.
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INTRODUCCION

Entre las diferentes causas de la contaminacion de los ecosistemas se
encuentra el uso inadecuado de plaguicidas quimicos, que originan severos daros
sobre los humanos y el ambiente. Entre las plagas mas dificiles de combatir estan los
ingectos, que son considerados como tal cuando han rebasado su habitat natural, se
encuentran en una situacién en la que practicamente no tienen enemigos naturales, y
si existen las condiciones ambientales adecuadas, su pobiacién se incrementa
rapidamente. Uno de los principales problemas que presenta el control de insectos
por medios quimicos, es la adquisicion de resistencia, por lo que su uso frecuente
resulta ineficaz y con un fuerte impacto ambiental negativo. Por tal razén, hay una
demanda continua de métodos alternativos para el control de plagas de insectos.
Uno de estos métodos es la utilizacibn de biorreguladores naturales de tales
insectos, que regulan poblaciones, ofrecen la posibilidad de ser utilizados para un
control selectivo, y dan tanto seguridad humana como ambiental. Entre los
organismos susceptibles a ser utilizados para el control biclégico, se encuentran los
hongos microscopicos (Fernandez-Tavizén, 1880; Ferron et al., 1991; Wraight et al.,
2000).

Para poder utilizar de manera eficiente hongos microscopicos para el control
de plagas agricolas, es necesario conocer los factores de patogenicidad tales como
la actividad de enzimas como proteasas y quitinasas, producidas por propagulos
fangicos como las blastosporas, de la misma manera, es necesario conocer la

virulencia del hongo frente al insecto blanco.



El presente trabajo se plante6 para comprobar experimentalmente
caracteristicas asociadas a la virulencia no descritas previamente para P.
fumosoroseus de México, como son la actividad de proteasas totales, una
proteasa tipo subtilisina {Pr1} y una tipo tripsina (Pr2), asi como la actividad de
quitinasas en tres aislados. Tarmbién se observé la transicion conidio-blastospora
in vitro en medios de cuttivo con varias fuentes de carbono y nitrégeno, como son
la caseina y la quitina coloidal. Otro pardmetro observado fue la virulencia en
mosquita blanca (Tnaleurodes vaporariorum) de los tres aislados expresada a
través del indice de crecimiento y desarrollo fungico. Se sigui6 el desarroilo del

hongo también por microscopia electrénica de barrido y de transmision.



MARCO TEORICO

La mosquita blanca como insecto plaga

La mosquita blanca Traleurodes vaporariorum (Homoptera: Aleyrodidae) es
una plaga polifaga de gran importancia en nuestro pais, que ataca hortalizas, plantas
ornamentales de invernadero y plantas silvestres, ocasionando grandes pérdidas
econdmicas, pues se calcula que anualmente dafia 700,000 hectareas de cultivos.

Actuaimente existen vanos métodos de control para la mosquita blanca, los
cuales incluyen el usc de insecticidas quimicos de diversos tipos, como productos
sistémicos, por ejemplo ei dimetoato, fosfamidon y oxidemetonmetil (Sanchez-Potes,
1990), los cuales, a pesar de ser altamente toxicos, tener alta persistencia en el
ambiente, ser bioacumulables y estar prohibidos por organismos intemacionales
como la Agencia de Proteccién al Ambiente (EPA), contindan siendo utilizados en
nuestro pais por disminuir rapidamente las poblaciones de mosquita blanca y evitar
asi, el dafio al cultivo (Greer, 2000; Mier ef al., 1999; Sugavanam y Tianjian, 1998;
Torielio 2001). Otros quimicos autonzados por la EPA para el control de la mosquita
blanca, son los piretroides (derivados de plantas), carbamatos, jabones insecticidas,
aceites y reguladores del crecimiento de los insectos (Greer, 2000).

Uno de los problemas que presenta el control de esta plaga por medios
quimicos, ademas del dafio al hombre y al ambiente, es que el insecto adquiere
rapidamente resistencia a los plaguicidas, por lo que existe una demanda continua

de métodos para el control de dicho organismo.



En la busqueda de alternativas menos dafinas para el ambiente y el ser
humano, se han utilizado el control biolégico y los insecticidas microbianos con
buenos resultados, ya que las plagas no desarrollan resistencia a estos métodos,
como sucede con los insecticidas quimicos (Butt ef al., 1998; Greer, 2000; Mesquita

y Lacey, 2001; Sugavanam y Tianjian, 1998).

Ciclo de vida de la mosquita blanca

La mosquita blanca es un insecto chupador que se localiza en el envés de las
hojas de la planta hospedante. La hembra oviposita los huevecillos en posicion
vertical. Cuando estan recién ovipositados son de color verde palido y van
tomandose castano oscuro (Figura 1); miden aproximadamente 0.188 mm de largo y
0.089 mm de ancho, y el tiempo de incubacién varia de 5 a 11 dias, dependiendo de
las condiciones ambientales. Pasado ese tiempo, el huevecillo eclosiona y aparecen
las ninfas de primer estadio, las cuales son ovales, aplanadas, moéviles, con patas y
antenas bien desarrolladas, y miden 0.308 mm x 0.155 mm. El primer estadio dura
cinco dias antes de mudar, al final de la muda, la ninfa introduce su estilete en la hoja
y se queda fija succionando la savia de la planta (Byrne y Beliows, 1991).

El siguiente estadio, dos, dura de dos a cuatro dias durante el cual la ninfa
mide 0.486 x 0.307 mm; el estadio tres dura de 4-6 dias y la ninfa mide 0.696 x 0.458
mm. En ambos estadios los insectos tienen forma de escama aplanada, son
trangparentes y las patas y antenas ya no son funcionales. El tltimo estadio antes de
pasar a adulto es el cuatro, en el que las ninfas miden 0.805 x 0.302 mm, y es el méas

corto, ya que dura de 6 a 10 h. Se divide en tres subestadios, que se distinguen por



su forma. En el primero, la ninfa es aplanada y de color blanco opaco o translicido;
en el segundo, la ninfa tiene una apariencia mas engrosada, es opaca y esta
recubierta por una cera; el tercero es muy similar al anterior, excepto que los 0jos
rojos del adulto son claramente visibles y el cuerpo se incrementa tomando un color
amarillo. Finalmente emergen los aduitos, gue miden en promedio 0.933 x 0.270 mm.
Los machos tienen una longevidad de ocho semanas, mientras que las hembras
once. Presentan de 11 a 12 generaciones al ano, y en cautiverio, una hembra puede

depositar hasta 300 huevecilios en toda su vida (Byrne y Bellows, 1991).

0.8mm

Fotos digttales: David Basilio y No#é Robles
Figura 1. Ciclo de vida de la mosquila blanca: a) adulto; b) huevecillos; ¢} ninfa uno; d) ninfa dos; e)
ninfa tres, f) ninfa cuatro, subestadio uno. Barra: 0.3 mm.



Uso de hongos entomopatégenos para el control de insectos

Un método de control de la mosquita blanca y otras plagas insectiles, es la
utilizacién de biorreguladores naturales como los hongos, ya que el mecanismo de
regulacion poblacional de plagas ofrece la posibilidad de ser utilizado para un control
selectivo y seguro (Mier ef al., 1991). Miembros representativos de todos los grupos
fungicos mayores tienen los mecanismos requeridos para la infecciéon y el desarrollo
dentro de los invertebrados (Boucias y Pendland, 1991). Algunos de estos hongos
tienen espectros restringidos de hospedantes, mientras que otras especies tienen un
espectro amplio, con aislados individuales mas especificos (Clarkson y Charnley,
1996). Uno de estos hongos es Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith,
que ha sido reportade como un regulador efectivo para el control de la mosquita
blanca (Mesquita et al., 1996; Vidal et al., 1996, Vidal ef al., 1998).

lLos patégenos flngicos tienen mecanismos de infeccion que les permiten
colonizar al hospedante y obtener asf nutrimentos necesanos para su metabolismo y
un ambiente donde el microorganismo puede obtener ciertos beneficios que
promueven su sobrevivencia, reproduccién y transporte. De la misma manera, el
hongo tiene ciertos factores que le permiten neutralizar la respuesta inmune y
competir con la microflora del hospedante, rechazar los tejidos que afectarian su
eficacia como patdgeno, asi como resistir los inhibidores de enzimas presentes en la
hemolinfa de los insectos (Figura 2) (Eguchi y Shomoto, 1985; Eguchi et al., 1993;
Kanost, 1999; Askary, et al, 1999; Casadevall et al, 2003). Otro factor que
determina el éxito de una invasion flngica es la virulencia, que es una caracteristica

microbiana expresada so6lo en un hospedante susceptible y que de acuerdo con



Lipsitch ef al. (1996) puede definirse como fa reduccion del éxito reproductivo del
hospedante; ya que a menudo esta asociada con la trasmisiébn del hongo que
produce la muerte de los organismos infectados (Khachatounans, 1992). Los
determinantes de virulencia son relativamente faciles de definir cuando se habla de
patbgenos obligados, ya que se expresan en el hospedante y contribuyen a la
iniciacién o progresién de la enfermedad en un sitio anatdmico dado (Haynes, 2001).
En la naturaleza, ademas de la virulencia, el éxito de un micopatogeno estara
determinado por su capacidad de producir y repartir propagulos infecciosos a
sistemas de hospedantes susceptibles. Se consideran como tales a individuos que
han sido expuestos a una gran dosis del patégeno o para quienes los hongos son
inmunolégicamente nuevos (van Burik y Magee 2001).

Para que una epizoctia pueda desencadenarse, debe existir una relacion entre
el hospedante, el patégeno y el ambiente, si estos tres factores estan combinados
adecuadamente, entonces aparecera la enfermedad (Madigan et a/., 2000). Muchos
hongos patégenos tienen un nicho en el ambiente, a menudo como saprobios en
suelos o en la vegetacion (Borges-Walmsley et al.,2002). Aparentemente adquieren y
mantienen su capacidad de ser virulentos en animales independientemente del
requerimiento de un hospedante. La patogericidad de los hongos ha resultado de la
evolucién de un mecanismo que permite la transicidbn de una fase saprobia a otra

parasita y que los adapta a su desarrollo dentro del hospedante (Knogge, 1998).




Exposicion al patbgeno

h
Adherencia a la suparce
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Figura 2. Mecanismo general de patogénicidad de los microorganismos (Modificado de Madigan et al.,
2000).

Segun Casadevall et al. (2003), los mecanismos de un microorganismo para
infectar al hospedante y la capacidad de usar dichos mecanismos para poder vivir en
el suelo sin necesidad de infectar un animal, es la virulencia preformada, término
usado para sefialar el hecho de que esos microorganismos son recuperados del
ambiente con la capacidad de causar enfermedades y es posible distinguir esta
virulencia de aquélla seleccionada a partir de la dependencia o una asociacién muy
cercana con el hospedante. La virulencia, puede considerarse como multifactorial
(Latgé, 2001), y los entomopatogenos pueden conservar la capacidad de infectar a
los insectos ain después de estar en cultivo in vitro durante varias generaciones

(Brownbridge ef al., 2001; Vandenberg y Cantone, 2004).



Los detemminantes de virulencia son relativamente faciles de definir cuando se
habla de patégenos obligados, ya que se encuentran en los genes expresados
durante las reacciones del metabolismo primano; para codificar un determinante de
virulencia, el gen de interés debe ser expresado en el hospedante y contribuir a la
iniciacion o progresién de la enfermedad en un sitio anatdmico dado (Haynes, 2001).

Hay varias clases amplias de genes de virulencia, algunos podrian codificar
para receptores que detectan directa o indirectamente, la presencia del hospedante.
La activacion de tales receptores podria iniciar una via de transduccién de sefales
que resulte en la induccion de genes de virulencia general. Otros genes pueden
producir factores que inactivan las defensas del hospedante o para sintetizar toxinas
gue son requendas para la enfermedad; también otros genes de virulencia pueden
codificar para enzimas que permiten que ei hongo pase la barrera del hospedante
(St. Leger, 1995).

En el caso de los entomopatogenos, Metarhizium anisopliae es un agente de
control bien caracterizado para un amplio espectro de plagas, incluyendo insectos y
acaros. Para identificar los genes involucrados en el proceso de infeccion, se han
hecho analisis de representacion diferencial, se identificaron 34 secuencias y 14
Expressed sequence tag (EST) con ortdlogos conocidos, casi todas las secuencias
identificadas mostraron una similitud significativa a otros genes fingicos (Freimoser
et al., 2003), por lo que es probable que sean comunes a las otras especies de

hongos patégenos de insectos (Dutra ef al., 2004).



Mecanismos de accién de los hongos entomopatégenos

El mecanismo basico de infeccion de los hongos entomopatogenos esta
caracterizado por la penetracién directa del integumento. Esta se inicia con la
adherencia de la unidad infectiva, generalmente un conidio a la cuticula del insecto
(Figura 3). El éxito de una infeccion fangica radica en gran parte en esta primera
fase. La funcién principal de la adherencia es el anclaje del propagulo al insecto, pero
también puede ser requerida para el reconocimiento quimico y topografico (Sosa-
Gbémez et al., 1997) para encontrar un microambiente adecuado para la penetracion
(Fernandez et al., 2001; Tucker y Talbot, 2001; Jeffs et al., 1999). Posteriormente, el
conidio germina y el proceso de penetracion requiere de una combinacién de fuerza
mecdnica y degradacién enzimatica de la cuticula. Dependiendo de la especie del
hongo, se forma un tubo de germinacion que penetra directamente, o bien se forman
los apresorios, que pueden tener diferentes formas, y se han identificado como
organos especificos que preparan la superficie del hospedante para la invasién,
usualmente se unen a éste al secretar una goma muy potente, y al desarrollar una
clavija de penetracién en su base, la fuerza es ejercida verticaimente y puede ser
dirigida eficientemente a la cuticula (Bastmeyer et al., 2002) (Figura 3).

Después de pasar la epicuticula, las estructuras penetrantes a menudo se
expanden lateralmente en las capas externas de la procuticula, produciendo placas
de penetracion; éstas expansiones pueden causar fracturas que favorecen la
penetracion. El paso del hongo a través de fa procuticula puede ser mas o menos
vertical, o involucrar una extensién lateral del micelio; posteriormente, las hifas

alcanzan la epidermis. Una vez en el hemocele, el micelio se ramifica a través del
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hospedante (Figura 3), probablemente formando blastosporas (Boucias y Pendland,
1991; Chamley y St. Leger, 1991; Askary et al., 1999; Goettel e Inglis, 1997). La
penetracién, aunque de manera menos frecuente, puede ocurrir también por heridas,
a través de los 6rganos de los sentidos o por el tracto digestivo (Boucias y Pendland,
1991; Charnley y St. Leger, 1991; Askary et al.,, 1999; Goettel e Inglis, 1997). La
muerte del hospedante a menudo se debe a una accion combinada de toxinas
fangicas, obstruccion fisica de la circulacion sanguinea, disminucion en el aporte de
nutrimentos e invasion de érganos. Después de fa muerte del hospedante, las hifas
usualmente emergen del cadaver y bajo condiciones apropiadas de temperatura y
humedad, producen conidios en el extenior de! hospedante (Boucias y Pendland,

1991; Charnley y St. Leger, 1991; Askary ot al., 1999; Goettel e Inglis, 1997).

conidio

epidemis procuticula

hemolinfa blastosoora

Figura 3. Modelo tedrico de penetracién de los hongos entomopatdgenos. 1. apresorio. 2. clavija de
penetracion. 3. clavija de penetracion. Modificado de Chamiey y St. Leger (1991).

Los pnncipales factores de virulencia conocidos de los hongos comprenden las

protelnas de reconocimiento y adhesion, las caracteristicas estructurales de los
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conidios que le confieren resistencia a los mecanismos antifingicos del hospedante,
asl como aquellas proteinas que pueden promover el crecimiento micelial (Latge,
2001); la fuerza mecanica, toxinas, melaninas y dimorfismo {Boucias y Pendland,
1991). Estos mecanismos han sido estudiados exhaustivamente en patdégenos de
plantas y de mamiferos, sin embargo, en hongos entomopatégenos, algunos de
éstos son poco conocidos o no se han reportado, sin embargo, es probable que
existan mecanismos analogos, debido a la convergencia entre las estrategias
fangicas que les confieren capacidad infectiva para la colonizacidon de hospedantes,
aunque los genes y sus productos, que determinan resistencia o susceptibilidad de
ambos lados de la retacibn hospedante-parasito no estén del todo entendidos
(Casadevall et al., 2003; St. Leger et al., 1997).

Por ofro lado, existen factores de virulencia como las enzimas, la produccién
de conidios y su rapida germinacién que han sido estudiados en los patégenos de
insectos con el objetivo de contar con agentes microbianos mas efectivos para el
control de plagas de importancia agricola (Jackson et al., 1985; Jackson et al., 1997;

Altre y Vandenberg, 2001; Vega et al., 2003).

Reconocimiento y adhesién

La adherencia de las esporas a la superficie del hospedante es el primer paso
que tiene que dar un patégeno para establecer la enfermedad, y sirve principaimente
para anclar el propagulo al insecto. También puede ser requerida para el
reconocimiento quimico y topografico (Sosa-Gémez et al., 1997) para encontrar un

microambiente adecuado para la penetracion (Femandez et al, 2001) del
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hospedante que posibilite el desarrollo fingico subsiguiente (Tucker y Talbot, 2001,
Jeffs et al., 1999). E! fendbmeno de la adhesién a los hospedantes, se ha estudiado
ampliamente en hongos fitopatdgenos, patégenos de mamiferos y de menor manera
en algunos entomopatdbgenos, como Entormophaga maimaga, Paecilomyces,
Tolypociadium, Metarhizium y Verticillium (Jeffs et al., 1999). La interaccion conidio-
hospedante podria involucrar un complejo de mecanismos de reconocimiento
especificos (glicoproteinas, interacciones ligando-receptor, por ejemplo lectinas) y no
especificos (electrostaticos o hidrofébicos, fuerzas de Van de Waals) (Cotter y
Kavanagh, 2000; Doyle, 2000). En los hongos patégenos de invertebrados terrestres,
los componentes responsables de la interaccion espora-cuticula son considerados
como preexistentes. Boucias et al (1988), demostraron que preparaciones
homogéneas de conidios de Nomuraea nileyi, Beauveria bassiana y M. anisopliae se
unian de manera no especifica a la cuticula de los insectos, siempre y cuando no
estuviera expuesta la endocuticula. Aunque la adhesion a superficies de los
organismos es comtun entre las especies flngicas, hay una vanacion significativa en
la composicidn aparente de los matenales con los que el hongo se fija al hospedante
y en las pistas ambientales que inducen el desarrolio de la fijacion de las esporas.
Las adhesinas de los hongos fitopatégenos son tipicamente glicoproteinas insolubles
en agua, aunque se han detectado en el material de adhesién lipidos y polisacaridos
que claramente contribuyen a la fijacién. Sin embargo, es una composicibn muy
heterogénea y no hay evidencia de un compuesto de adhesién o un mecanismo de

fijacibn comun a todos esos hongos (Knogge, 1998, Hajeck y Eastburn, 2003).
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Los mecanismos de reconocimiento, probablemente se encuentran situados en la
superficie de las esporas. Estudios en la pared celuiar de los hongos han revelado
que muchas proteinas localizadas en ese sitio no tienen un papel estructural
exclusivo. Algunas proteinas secretadas juegan un papel importante en determinar
las propiedades de adhesién de los hongos, mientras que otras, incluyendo las
hidrofobinas, que son proteinas pequefias con ocho residuos de cisteina
caracteristicamente espaciados a lo largo de la secuencia de aminoacidos, pueden
ser requendas para el crecimiento fungico a través de diversos ambientes y durante
las transiciones del desarrollo (Tucker y Talbot, 2001). Kamp y Bidochka (2002)
encontraron que cada aistado tiene un perfil proteico unico para cada condicién de
cultivo. Jeffs ef al. (1999) también reportaron diferentes proteinas (hidrofobinas) en
diferentes especies fungicas, dependiendo de la composicién de los medios de
cultivo de donde fueron obtenidas.

Otro factor determinante en la adherencia es el tipo de conidio; los
entomopatégenos, tienen dos tipos, ya sea hidrofébicos o hidrofilicos (Wolken ef al.,
2003). Los conidios hidrofébicos (secos) tienen una capa externa de microfibnlias
muy cercanas (rodlets), esta capa parecé ser unica del estado conidial y no ha sido
detectada en las células vegetativas. El tamaio relativo y el arreglo de dichas
microfibrillas puede variar de acuerdo con la especie, aunque las condiciones de
cultivo también pueden influenciar dicha capa. Tratamientos fuertes ya sean fisicos o
quimicos son requerndos para suspender esos conidios; se cree que la resistencia de
esos conidios puede ser mayor por la presencia de pigmentos, asi como por la edad

del conidio, ya que conidios de colonias jévenes de P. fumosoroseus y B. bassiana
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son facilmente suspendidos en agua destilada por agitacién con un vortex. Es
probable que los arreglos en las microfibrillas puedan resuitar por el envejecimiento
del conidio y simplemente reflejan un proceso de desecacion o endurecimiento. Sin
embargo se ha intentado degradar esta capa, pero es insoluble a detergentes,
proteasas, quitinasas, urea y mercaptoetanol entre otros. La capa de microfibrillas
estd formada de residuos de glucosa, manano y N-acetilglucosamina (Boucias y
Pendland, 1891). Boucias ef al. (1988), demostraron que los componentes
responsables de la interaccion hidrofébica para la adherencia del conidio estan
localizados a lo largo de la pared celular de los conidios que tienen microfibrillas. Por
otro lado, Holland et al. (2002) observaron que en los conidios de P. lilacinus, la capa
de microfibrillas es tolerante a la luz UV y otras fuentes de luz. Se ha demostrado con
Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces, Tolypocladium y Verticillium que la capa de
microfibrillas esta formada principalmente por hidrofobinas (Kamp y Bidochka, 2002),
y se ha encontrado un gen (ssgA) que codifica para dichas proteinas en M.
anisopliae (St. Leger et al., 1892). La hidrofobicidad de la superficie de! conidio varfa
entre especies, e incluso cada aislado tienen un perfil proteico unico, lo mismo que la
proporcion de protelnas y carbohidratos presentes en los conidios (Jeffs, 1999; Kamp
y Bidochka 2002).

Los conidios hidrofilicos de Hirsutella thompsonii, V. lecanii y Aschersonia
aleyrodis también poseen una capa mucosa que facilita la dispersion por fa lluvia y la
adhesion a los insectos hospedantes. Se ha propuesto que la capa mucosa asociada
con los conidios hidrofilicos podria actuar como un antidesecante, proteger a los

conidios contra los polifenoles téxicos del hospedante, contener varias actividades
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enzimaticas y actuar como matenal de fijacién (Boucias y Pendland, 1991). En V.
lecanii se observd ultraestructuralmente la presencia de una capa mucilaginosa,
sobre [a cuticula, que se extendié entre hifas y conidios adyacentes (Askary et al.,
1999). Probablemente dicha capa mucosa pueda tener un papel en la preparacion de
la superficie dei hospedante para la penetraciéon, ya que se ha demostrado que en
especies de fitopatdgenos como Uromyces viviae-fabae, dicha capa forma un tapete
de adhesién junto con la superficie de la planta, en dicho tapete se encuentran
presentes enzimas hidroliticas, que ademas podrian afectar la adhesion a las células
del hospedante y asi podria ayudar al hongo a persistir en la superficie del
hospedante y penetrar en tejidos mas profundos, como sucede con Candida albicans
(Hube, 1996). La presencia de tales proteinas en el matenal de adhesién proporciona
un medio para asegurar que el matenal proveniente de la ruptura de la cuticula esté
inmediatamente disponible como nutrimento para la parte mas activa del hongo
(Tucker y Talbot, 2001; Cole et al., 1998). Se ha estudiado recientemente el nivel de
control transcnpcional requerido para la liberacion de las adhesinas y se ha
observado que es aitamente variable, haciendo de la adhesidbn un proceso
metabélico aparentemente pasivo o activo, dependiendo de la especie. Existen
evidencias obtenidas con hongos fitopatogenos de que la adherencia muchas veces
esta estimulada primero por sefalizacion fisica mas que quimica. Sin embargo,
patbgenos vegetales como Nectria haematococca y Colletotrichum graminicola,
necesitan sintetizar proteinas, principalmente adhesinas para que las esporas
puedan fijarse al hospedante, lo que involucra un gasto energético y respiracién

(Tucker y Talbot, 2001}. La adhesién de la espora influencia los eventos de
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desarrollo subsecuentes manteniendo la espora en la proximidad de la superficie del
hospedante. La unidn parece a menudo ser requenida para la transmision de sefiales
morfogenéticas para la extensién del tubo germinal y el desarrollo de las estructuras

de infeccién (Tucker y Talbot, 2001; Kennedy, 1990).

Fuerza mecanica y formacién de apresorios

Una vez que se ha adherido el conidio al hospedante, y que ha reconocido las
seflales ambientales, se produce la germinacion. Este proceso involucra un
metabolismo rapido de las fuentes de carbono, ya sean endégenas o exogenas,
sobre todo azucares como glucosa y glucosamina, aunque los detonadores de la
germinacién, podrian vanar de especie a especie e incluso entre cepas (James,
2001). Segun Fargues et al. (1994), la gemminacién de los conidios tiene tres pasos:
pregerminacién, hinchamiento y emergencia de uno o varios tubos germinales, y
estos, varian fuertemente dependiendo de las condiciones ambientales, ya que la
diferenciacidbn vegetativa de un tubo germinal podria consistir en el crecimiento
micelial en forma de hifas, o la muitiplicacién celular por gemacioén, o llevar a la
formacion de conidios por conidiacidon microciclica. En las hifas invasivas de los
hongos patdégenos expuestos a una alta resistencia mecanica, la reguiacion de la
fuerza de la pared celular y el turgor podrian ayudar a ejercer la fuerza localizada y
resuitar en un crecimiento invasivo mas eficiente. Para tal fin, los hongos tienen una
via de sefalizacién para mantener la integridad de la pared ceiular. Otros factores
involucrados en la formacion de los apresorios son la humectabilidad y/o la dureza

del sustrato. Esas caracteristicas pueden ser de superficie, que son congruentes con
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otros atributos del sustrato no aparentes y posiblemente mas directamente
involucrados en una base en la cual la célula fingica pueda crecer y responder con
el desarrolio de un apresono. Por ejemplo, podria ser que la dureza de la superficie
no fuese el Unico factor que actue como una sedal inductiva para la iniciacién de los
apresonios. Las superficies duras mas estudiadas (vidrio, plasticos poliméricos,
poliestireno, tefién, polipropileno, mylar, etc) (Apoga, et al., 2004, Howard, et al,
1991; Xavier-Santos et al, 1999), tienen caracteristicas inherentes adicionales, por
ejemplo, estan cubiertas de una capa de carga (iones), generalmente no son
porosas, son firmes y no flexibles en escala microscépica (Apoga et al., 2004).

Los factores asociados con la produccién de apresorios in vivo han sido
estudiados, incluyendo la hidrofobicidad, topografia y quimicos en la superficie de los
hospedantes, ya que se ha observado que se producen en sitios especificos como
alrededor de las setas o en las membranas intersegmentales (Hajek et al., 2002).

La produccién de apresorios se ha inducido en varios hongos, entre ellos E.
maimaga (Hajek et al., 2002), M. anisopliae (Clarkson y Chamiley, 1996) y M.
flavoviride (Xavier-Santos et al, 1999) (=M. anisopliae var. acridum, Driver), en
superficies duras e hidrofébicas. La diferenciaciéon es estimulada por bajos niveles de
compuestos nitrogenados complejos y en muchos aislados, esta sujeta a represion
catabdlica por compuestos de carbono. Sin embargo, la formacién de los apresorios
no es un prerrequisito universal para una infeccién exitosa y algunos hongos son
capaces de penetrar la cuticula del hospedante sin diferenciacién morfoidgica. En

contraste con otros eventos, como la produccion de blastosporas, la diferenciacién
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de los apresorios no siempre aparece, pero es una reaccién especifica al ambiente
(Altre y Vandenberg, 2001).

Después de la formacién del apresorio, se ha descrito |la aparicion de placas
de penetracién dentro de las 30 h siguientes a la inoculacion de trips (Frankliniella
occidentalis) con M. anisopliae (Vestegaard ef al., 1999). Muchos hongos patogenos
de artrépodos secretan mucilago durante la formacion del tubo germinal y la
formacion de los apresorios, este mucilago a menudo se puede tefiir con rojo de
rutenio, lo que indica la presencia de polisacaridos acidos. El mucilago producido por
tubos germinales y apresorios probablemente tiene funciones similares al def mucus
preformado de los conidios hidrofilicos. El mucilago producido por los tubos
germinales penetrantes o por las células de los apresonos es higroscépico y puede
crear un ambiente favorable para las enzimas exiracelulares liberadas por esas
estructuras (Boucias y Pendland, 1991). Se ha reconocido que las integrinas, que
son proteinas integradoras de la matriz extracelular y el citoesqueleto, desempefian
un papel en la adherencia de proteinas en células de mamiferos, y como la adhesion,
crecimiento y diferenciacion son estadios importantes en el desarrolio de los tubos
germinales fungicos durante la fase de pre-penetracion, es plausible que un
mecanismo similar para sentir el ambiente pueda operar en los hongos. La mayoria
de las integrinas reconocen vanas proteinas de la matriz extracelular, y se ha
sugerido que en algunos hongos, los componentes proteicos de la matriz extracelular

podrian estar involucrados en el reconocimiento de sefiales (Tucker y Talbot, 2001).
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Participacion de las quitinasas y proteasas fiingicas en el mecanismo de
ataque a insectos

Los principales componentes de la cuticula de los insectos son las proteinas,
quitina y lipidos (Andersen, 1978), por lo que los entomopatdgenos deben producir ai
menos proteasas (Bidochka y Khachatourians, 1994; Samuels y Patterson, 1995),
quitinasas (Liu et al., 2003) y lipasas (Sosa-Gémez y Alves, 1983; Jackson et al.,
1985) para poder penetrar al hospedante. Las actividades aftas de proteasas y
quitinasas son caracteristicas de las cepas infectivas y virulentas (Bertoldo-Vargas et
al., 2003; Barranco-Flondo et al, 2002; Bidochka ef al., 1999; Gupta ef al., 1994).
Variaciones de virulencia para M. anisopliae fueron explicadas al observar que puede
haber diferencias entre la cantidad, tipo y carga de las enzimas, asl como el grado de
endurecimiento de la cuticula del hospedante, dependiendo de ia cercania en tiempo
de la muda, lo que influye en la degradacion cuticular del insecto por aisiados de una
misma especie, y asl lag propiedades de las enzimas que degradan la cuticula
pueden no ser lag 6ptimas en todos ios hospedantes (Gillespie et al., 1998).

La relacion entre enzimas y virulencia también ha sido reportado en patégenos
de nematodos (Huang ef al, 2004), y en este modelo, las enzimas han sido
involucradas en el proceso de infeccién como factor de virulencia.

Observaciones ultraestructurales sugieren que la degradacién enzimatica es
una manera importante de perforar las barreras cuticulares (Askary ef al, 1999,
Goettel of al., 1989; St. Leger of al., 1986a; St. Leger of al., 1887b; St. Leger et al.,

1996a; St. Leger ef al., 1896b).
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En estudios previos con 18 aislados de P. fumosoroseus de México, se
observaron cantidades variables de proteasa y quitinasa (Castellanos-Moguel et al.,
2001a) que sugieren una variabilidad intraespecifica muy marcada en este hongo.
Asimismo, pudo observarse una relacion entre la cantidad de proteasa o quitinasa y
la virulencia (media como la concentracion letal media CLsg) del aislado, siendo esta
Gltima muy alta para los aislados EH-506/3 y EH-503/3 y media para el aislado EH-
52013 (Castellanos-Moguel ef al, 2001b). Estos datos seflalan la importancia de
conocer si la produccién de proteasas y quitinasas in vivo esta asociada a la
virulencia. A este respecto, existen estudios ultraestructurales en insectos diferentes
a la mosquita blanca para M. anisopliae (St. Leger ot al., 1996a), V. /ecanii (Askari et
al., 1999) y B. bassiana (St. Leger ef a/., 1996b), en los cuales se sefala la aparicién
de proteasas y quitinasas alrededor de las hifas penetrantes y en la vecindad de las
estructuras fungicas. Para P. fumosoroseus solamente existen estudios
ultraestructurales encaminados a evaluar la rapidez de la penetracion de las hifas en
larvas de lepidépteros.

Proteasas. Las enzimas consideradas como determinantes principales de la
patogenicidad han sido las proteasas, ya que se han detectado durante el curso de la
infeccion al insecto (Kucera, 1981), e inician la degradacién cuticular de los insectos
y permiten que el hongo colonice al hospedante (St. Leger of al., 1998b); la especie
mas estudiada es M. anisopliae, y se han caractenizado los componentes del sistema
proteolitico de dicho hongo; este sistema estd conformado por endoproteasas y
exoproteasas. Tambien se han hecho estudios de relacién de enzimas y virulencia, y

se han detectado aislados de M. anisopliae que son deficientes de proteasas y tienen
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actividades letales reducidas con respecto a la cepa original, en bioensayos con
Tenebrio molitor (Wang ef al., 2002).

Las endoproteasas son enzimas que rompen los entaces en el medio de la
cadena peptidica, y en los entomopatégenos se han caracterizado serin proteasa del
tipo subtilisina (Pr1) y tripsina (Pr2) y estdn presentes en M. anisopliae var.
anisopliae, M. anisopliae var. acridum, V. lecanii y es probable que se encuentren en
otros entomopatégenos tales como Beauveria spp. o Paecilomyces spp. (St. Leger,
1985, St. Leger ef al., 1996a; St. Leger et al., 1996b; Bidochka, et al., 1999; Bidochka
y Melzer, 2000; Silva-Pinto, et al., 2002). Una proteasa de V. chlamydospornium
VCP1, esta cercanamente relacionada, funcional y serolégicamente a Pr1 (Segers et
al., 1995). Aunque de acuerdo con St. Leger ot al. (1997); el niimero y tipo de
proteasas son hasta cierto punto dependientes de ia cepa.

Las subtilisinas comprenden el mayor componente de las proteasas en los
hongos entomopatégenos, nematéfagos y patdégenos de humanos y se encuentran
en miltiples isoformas en un mismo aislado fungico. El espectro de las isoformas de
las subtilisinas podrfan habilitar a un patégeno facuitativo, por ejemplo M. anisopliae,
para explotar un amplic espectro de sustratos y poder estar involucrado en el cambio
de una fase saprobia a una patogénica, constituyendo asi, un factor de virulencia
preformada (Casadevall et al., 2003; Bidochka y Melzer, 2000), como las proteasas
asparticas secretadas de C. albicans, las cuales estan reguladas diferencialmente y
distintos miembros de una familia de proteasas, son expresados bajo una variedad
de condiciones de crecimiento en laboratorio y durante infecciones expernimentales in

vivo e in vitro (Hube y Naglik, 2001). Las subtilisinas de M. anisopliae estan
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intnncadamente relacionadas a las capacidades de las cepas para penetrar,
colonizar y macerar los tejidos de los insectos hospedantes, y los hongos estan bajo
presién evolutiva para responder a los hospedantes que podrian presentar cambios
para tener una barrera contra la infeccién (Bagga et al., 2004).

La proteasa Pr1 es una hidrolasa muy alcalina y posee una especificidad
primaria muy amplia por los aminoacidos con un grupo lateral hidrofébico en el
segundo atomo de carbono (fenilalanina, metionina y alanina), pero también posee
una especificidad secundana por tos péptidos hidrofobicos. Es una buena proteasa
general con actividad contra un espectro de proteinas (caseina, elastina, albumina
sénica bovina, colageno) y frente a la cuticula de los insectos (Braga et al., 1994).
Peptidasas analogas han sido encontradas en filtrados de cultivo de B. bassiana, V.
lecanii, N. rileyi y A. aleyrodis (Charnley y St Leger, 1991). Pr1 es una enzima
inducible, y estd sujeta a nivel transcnpcional a un mecanismo de represion-
induccién por carbono y nitrégeno. Se ha identificado un gen, crrf, que muestra una
homologia de secuencia significativa al gen represor de catabolitos de carbono (crea)
de Aspergillus nidulans (Screen et al., 1997).

La proteasa Pr1 ocurre como multiples isoenzimas (Joshi et al., 1997) y se han
identificado a la fecha once genes que codifican para isoformas de Pr1 (Pr1A- Pr1J,
Pr1G-K) (Freimoser et al., 2003). Estos fueron detectados en una base de datos de
EST, indicando que todos son expresados y presumiblemente funcionales. La
presencia de un numero excepcionalrnente grande de isoenzimas de subtilisina esta
presumiblemente relacionado a la patogenicidad de M. anisopliae. Las unicas

funciones conocidas de las subtilisinas secratadas estan relacionadas con la
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obtencion de nutrimentos a partir de la cuticula y la apertura de las barreras del
hospedante. La cantidad de enzimas producidas se incrementa enormemente
durante la penetracion del insecto. La presidn selectiva para {a capacidad de producir
grandes cantidades de subtilisinas en poco tiempo puede ser suficiente para explicar
el mantenimiento de los miltiples genes de subtilisina en el genoma de M.
anisopliae. Las muitiples Pr1, podrian, sin embargo, haberse separado para realizar
diferentes funciones, presumiblemente, diversas subtilisinas podrian jugar diferentes
papeles en la patogénesis, incrementando la adaptabilidad y el espectro de
hospedantes o tener diferentes funciones en la sobraviviencia fuera de! hospedante
(Bagga et al., 2004).

La proteasa Pr2 es una tripsina de M. anisopliae que se presenta como
multiples iscenzimas (Cole et al, 1993), con gran actividad contra proteinas
cuticuiares solubilizadas y caselna (St. Leger et al., 1987), pero poca actividad contra
proteinas cuticulares unidas covalentemente (insolubles), debido probablemente a
que no se adsorbe completamente a dichas proteinas. Se ha demostrado que las
isoformas son parcialmente homélogas, lo que indica que son productos de
diferentes genes, y los pnmeros cuatro aminoacidos terminales son idénticos a los de
las tripsinas animales. Esto es consistente con lo asumido de que las enzimas de la
familia de las tripsinas, quimiotripsinas y serin proteasas tiene un antecesor comuan
con una especificidad tripsina por los residuos de arginina y lisina y que las enzimas
de M. anisopliae y probablemente de otros entomopatdgenos, como V. lecanii, N.
nileyi y A. aleyrodis han retenido esta condicién (St. Leger, 1895). Enzimas como Pr2

podrian estar involucradas en los mecanismos de control celular, catalizando

24



procesos proteoliticos especificos de activacion e inactivacion, y esta aparentemente
reguiada por el nitrégeno presente en el medio de cultivo (Paterson et al, 1993). En
este contexto, la inhibicion de Pr2 de M. anisopliae por tiosil-lisina-clorocetona
reprime selectivamente la formacion de tubos germinales o estructuras de infeccion,
implicando un papel de Pr2 en el control de Ia diferenciacion (Chamley y St. Leger,
1991).

La regulacion de Pr1 y Pr2 no son idénticas, aunque ambas son producidas
rapidamente (<2 h) en cultivo por desrepresién de carbono y nitrégeno. En medio
minimo, la albamina sérica bovina, que es una proteina soluble repnme la produccién
de Pr1, mientras que permmite la sintesis aumentada de Pr2, ademas mientras que el
nivel extracelular de Pr1 en medio minimo excede el de Pr2, la reversa es dada por
las actividades endocelulares. Un papel endocelular para Pr2, por ejemplo es la
catalisis de la activaciobn de procesos proteoliticos especificos. Probablemente esté
menos sujeta que Pr1 a la represion por catabolitos. Los niveles extracelulares de
Pr1 y Pr2 aumentaron en cultivos suplementados con cuticula de insecto y otros
polimeros insolubles que fueron insuficientes para producir represion catabdlica. La
adicion de metabolitos mas faciimente utilizables como la glucosa o la alanina,
reprmid fa produccidn de proteasas extracelulares, lo que confirma su produccion
constitutiva pero reprimible (Chamley y St. Leger, 1981). Segun Shimizu et al. (1993),
el mecanismo de regulacién de proteasas de B. bassiana es desencadenado por los
mismos componentes cuticulares, ya que las proteasas se producen en menor
cantidad, cuando al hidrolizar la cuticula del insecto dejan al descubierto la quitina de

las mismas; probablemente las diferentes actividades enzimaticas (altas y bajas)
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reflejan la actividad conjunta de diferentes proteasas, algunas de las cuales pueden
estar apareciendo y desapareciendo conforme el hongo va degradando el sustrato
(St. Leger et al., 1987; Chul-Kang et al., 1998).

Asi, la sintesis de Pr1 en las estructuras de infeccidén (apresonos) producidos
en superficies artificiales o durante el crecimiento en la cuticula del insecto es
anulado por la adicion de nutrimentos facilmente utilizables (Chamley y St. Leger,
1991). Se ha demostrado que Prt es la mayor proteina secretada cuando M.
anisopfiae produce apresorios contra el poliestireno o in sifu durante la penetraciéon
de la cuticula de del hospedante (Manduca sexta). La sintesis durante la maduracion
de los apresorios y la produccién de las clavijas de penetracion excede por mucho la
sintesis de otras proteinas (Chamley y St. Leger, 1991). Tal sintesis rapida de
proteasas es sélo posible en los tejidos del hospedante donde ila concertacion de
compuestos facilmente metabolizables es baja, este es el caso con las cuticulas de
los insectos como los componentes grandernente insolubles hasta que son liberados
por las enzimas degradadoras de cuticula, sin embargo, la represiéon podria operar si
la liberacibn de los productos de degradacion de la cuticula excede los
requerimientos fongicos. Esto fue confirmado por la adicidn de alanina al inéculo, lo
que resulté en un crecimiento extensivo en la cuticula del insecto pero reprimid la
penetracién y la sintesis de Pr1 (Chamley y St. Leger, 1991). Asi, el proceso
patogénico que involucra morfogénesis relacionada a la infeccion y produccién de
enzimas ocurre s6lo cuando es necesano para el patdégeno establecer una relacién
nutricional con el hospedante (Charnley y St. Leger, 1991). Se ha aislado el gen nn1

(Screen ot al., 1997) que regula la respuesta al nitrtégeno en M. anisopfiae, ya que la
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produccion de Pr1 esta sujeta a la desrepresién por carbono y nitrégeno, y la
produccién de Pr1A esta inducida especificamente por un componente cuticular no
identificado (Screen et al., 1997).

Quitinasas. las otras enzimas consideradas como determinantes de
patogenicidad son las quitinasas, debido a que la cuticula del insecto esta compuesta
de fibrillas de quitina cubiertas por proteina (Anderson, 1979). Al igual que con las
proteasas, los hongos tienen un sistema quitinolitico que les permite entrar al
hospedante. Las quitinasas pueden ser clasificadas en dos categorias mayores. La
primera comprende a las endoquitinasas, que cuales cortan la quitina al azar en
sitios intemos, generando multimeros de N-acetilglucosamina (NAG) de bajo peso
molecular tales como la quitotetracsa, quitotriosa y el dimero diacetilquitobiosa. La
otra categoria son las exoquitinasas, que pueden ser divididas en dos subcategorias:
las quitobiosidasas, que catalizan la liberacién progresiva de diacetilquitobiosa
comenzando en el extremo no reductor de la microfibrilla de quitina y las 1-4-p-N-
acetilglucosaminidasas que cortan los productos oligoméricos de las endoquitinasas
y quitobiosidasas generando monétmeros de NAG (Cohen-Kupiec y Chet, 1998;
Baratto et al., 2003).

Se ha detectado actividad de quitinasa y exoquitinasa en bajos niveles en
conidios y conidios germinantes en B. bassiana, M. anisopliae y N. nleyi (Smith y
Grula, 1983; Coudron et al., 1984). La hidrdlisis de la quitina cristalina di6 sélo un
producto de reaccion de bajo peso molecular dentro de las primeras 24 h contra N-

acetil-glucosaminidasa. .a ausencia de cligbmeros intermediarios entre los productos
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de degradacién de la quitina probablemente significa que la NAG es liberada
directamente de la quitina insoluble. Ya sea debido a que la quitinasa tenga un
componente que actia de manera externa sobre la molécula de quitina; o bien la
reaccidbn procede de un mecanismo en cadena descrito para algunas otras
endopolisacaridasas. Esto involucra ia union al azar de la enzima seguido por la
liberacion de mondmeros o dimeros de los lados expuestos de la cadena, tal que una
sola macromolécula es degradada completamente antes de que una nueva sea
atacada. Tal mecanismo, especialmente si involucra la digestion simultanea de vanas
cadenas, podria resultar en la degradacion rapida de las fibrillas de quitina y en
adicioén producir mondmeros par la nutricién y la induccioén de sintesis postenor de
enzimas (Charnley y St. Leger, 1991).

Kawachi et al. (2001), encontraron dos quitinasas en cultivos de /saria
japorica con quitina coloidal, que compartian homologias con las encontradas para
M. anisopliae en un 66%, asimismo, a partir de cultivos de P. lifacinus, Khan et al.
(2003) y Khan et al. (2004), encontraron seis quitinasas con actividad nematicida.

Se han caracterizado al menos seis quitinasas diferentes de M. anisopliae,
pero sdlo cuatro genes han sido identificados: chit!/(Resi-Bogo et al., 1998), chi2,
chi3 y chi11. Las seis quitinasas encontradas tienen un 66% de identidad con una
quitinasa de Tnchoderma harzianum. Una de dichas quitinasas (CHIT42) también
tiene similitud con una de A. nidulans, sin embargo, este Ultimo no es un
entomopatégeno y en este organismo la quitinasa es parte del sistema enzimatico
que actia en el crecimiento celular, tal que es posible que CHIT42 de M. anisopliae

actue en el proceso de nutricion y crecimiento celular (Baratto ef al., 2003).
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Otra enzima importante es la N-acetilglucosaminidasa, cuya actividad ha sido
parcialmente purificada de fittrados de cultivo de M. anisopliae con quitina. La enzima
mostrd actividad substancial contra p-nitrofenolacetiiglucosamina, asi como contra
quitobiosa, quitotriosa y quitotreosa, el mayor producto en cada caso fue N-
acetilglucosamina, mostrando que la enzima es una N-acetilglucosaminidasa real
mas bien que una quitobiasa. La enzima tuvo poca actividad contra quitina coloidal o
cristalina, su tamano es similar al de otras enzimas de otros organismos (Charnley y
St. Leger, 1991).

También se encontrd una enzima tipo quitosanasa producida por B. bassiana,
que ademas provoca metanizacion en Gallena melionella (Fuguet et al., 2004).

La sintesis de quitinasa en M. anisopliae y B. bassiana es regulada por
productos de la degradacion de la quitina a través de un mecanismo de represion-
induccién. El sistema estd mejor entendido en M. anisopliae. Alta actividad de
quitinasa se encontrd sélo en cultivos suplementados con quitina, pero no con otros
productos tales como pectina, xilano y celulosa. Se demostré que el inductor mas
efectivo de ia quitinasa fue ta NAG, aunque la glucosamina también permitié la
produccion. Esto posiblemente se debe a una adaptacién ya que la quitina de fuentes
naturales (incluyendo la cuticula de los insectos) parece estar parcialmente
desacetilada. En M. anisopliae, la quitobiosa podria funcionar como un inductor
mayor de la quitinasa, de manera analocga a la celobiosa para la celulasa. La N-
acetilglucosaminidasa podria degradar la quitina a NAG, sin embargo, el mayor

producto de la actividad de quitinasa es NAG. Interesantemente, la NAGasa fue
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producida constitutivamente y fue muy poco afectada por la represion catabdlica
(Chamnley y St. Leger, 1991). |

Otras enzimas. Se han reportado quimiotripsinas, metaloproteasas,
aspartilproteasas, aminopeptidasas, X-prodipeptidil aminopeptidasas y

carboxipeptidasas para M. anisopliae (Freimoser et al., 2003).

Toxinas

Ctro de los mecanismos que se ha reportado en la infeccion de los insectos,
es la produccién de toxinas, aunque su papel en el desarrollo de las micosis in vivo
ha sido discutido (Ferron et al., 1991). Existen evidencias de cepas de M. anisopliae
que al perder el gen que codifica para Pri1A y Pr1B por mutacion, pierden también la
capacidad de producir destruxinas (Wang et al., 2003). Las toxinas, de manera
general, se definen como productos de los microorganismos, de bajo peso molecular
y activos a bajas concentraciones. Los hongos secretan un amplio arregio de
compuestos con actividad biolégica contra otros organismos, principalmente
productos de un metabolismo secundario, los cuales se originan como derivados de
varios intermedianos en el metabolismo prmario, como el de aminoacidos, sintesis
de poliquétidos, polisacardos y peptidopolisacaridos entre otros (Vey ot al., 2001).

Las especies mas estudiadas de hongos entomopatégenos en cuanto a
produccién de toxinas son M. anisopliae, B. bassiana y en menor grado P.
fumosoroseus, V. lecanii e Hirsutella spp. Esos hongos secretan un arreglo de
metabolitos secundarios (Tabla 1), algunos de los cuales estan restringidos a

géneros especificos, mientras que otros son mas ubicuos (Vey et al., 2001).
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Tabla 1. Metabolitos selectos de algunos hongos importantes como agentes de
control biolégico (Modificado de Vey et al., 2001).

Agente Objetivo Metabolitos producidos in vivo y/o in vitro

_ _pnncipal —

Metarhizium anisopliae insectos Destruxinas (>27 tipos), swainsionona,
citocalasina C

Beauveria bassiana insectos Bassianina, beauvencina, bassianolido,
beauverolido, tenelina

Beauveria brongniartii insectos Qosporeina

Paecilomyces fumosoroseus insectos Beauvericina, beauverolidos, piridina-2,6-
acido dicarboxilico

Verticillium lecanii insectos Acido dipicolinico, cido hidroxicarboxilico,
ciclosporina
Tolypocladium spp. insectos Ciclosporina, efrapeptinas (cinco tipos)
Hirsutella thompsonii Insectos Hirsuteiina A, hirsutelina B, phomalactona
y acaros
Fusarium spp. Hongos, Triotecanos, beauvericina, naftazarinas (ej.

insectos, fusarubina y anhidrofusarubina), Aacido
hierbas fusarico

Beauvericina, bassianolida y beauverolida. La beauvericina es un
hexadepsipéptido, previamente aislado del hongo entomopatégeno Beauvena spp. Y
Paecilomyces spp. y los hongos patégenos de plantas Fusarium spp y Polyporus
fumosoroseus (Vey et al., 2001).

La beauvericina es estructural y funcionalmente similar a las eniantinas A, By
C, antibibticos dafinos para las membranas. Difiere de esos compuestos con
respecto a los acidos N-metilamino. La beauvericina forma compiejos con el sodio y
el potasio llevando a una permeabilidad incrementada de {as membranas naturales y
artificiales. La beauvencina muestra actividad antibiética contra varias bacterias

como Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micobacteriumm phlei, Sarcinea luta,
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Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis, ademas, la beauvericina tiene
propiedades insecticidas moderadas (Vey et al., 2001).

La bassianolida, induce sintomas atéxicos en larvas del gusano de seda
alimentados con dietas artificiales que contienen pequefias cantidades de este
compuesto, pero es letal a altas dosis. La bassianolida, como la beauvericina es un
antibi6tico ionoférico pero difiere en su reaccién a diferentes cationes (Vey et al.,
2001).

Las especies de Beauveria y P. fumosoroseus también producen
beauverolidas, que son péptidos estructuralmente relacionados a la beauvericina y a
la bassianolida (Vey et al., 2001; Jegorov ef al., 1994). La basianina y la tenelina (dos
toxinas no peptidicas) también han sido aisladas de especies de Beauveria (Vey et

al., 2001).

Dimorfismo fungico

Otra estrategia de infeccién en los hongos entomopatdgenos es el dimorfismo,
que es la capacidad de producir células levaduriformes aisladas (tipo blastosporas) o
formas filamentosas (hifas y pseudohifas) (Charnley y St ieger, 1991). Se ha
sugerido que ambas, las células levaduriformes y filamentosas participan en la
patogenesis (Mitchell, 1868), ya que una vez que el hongo penetra la cuticula del
hospedante, la multiplicacion fangica tiene lugar a través de cuerpos hifales o
blastosporas (Altre y Vandenberg, 2001). Esta fase levaduriforme se ha observado
en B. bassiana cuando infecta acaros y lepidépteros (Alves et al., 2002), y se ha

obtenido en diversos hongos, incluyendo a P. fumosoroseus en condiciones de
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cultivo sumergido (Jackson et al.,, 1997). Las blastosporas, han sido descrtas por
varios autores (Samsinakova, 1966; Bidochka et al., 1887, Rombach, 1989; Jackson
et al., 1997; Zhi-Gang et al., 1999) y han sido definidas como esporas asexuales,
generadas por division esquizolitica, ya sea en el septo de las hifas, o por
fragmentacién mecanica de las mismas, también pueden ser producidas por las hifas
mediante la produccion de una estructura semejante a una levadura (Rombach,
1989). Dichas estructuras son similares a aquellas encontradas cuando los hongos
crecen en la hemolinfa de los insectos (Jackson, 1997).

Dichos propagulos se han estudiado para fines de obtencidbn masiva de
unidades infectivas, ya que los procesos de cultivo sumergido tienen ventajas sobre
la produccién de conidios en fermentacion en estado solido, tales como la reduccion
del ttempo de la produccion de propagulos y una tasa de germinacion rapida en la
cuticula del insecto (Vidal et al., 1998; Vega et al., 1999; Altre y Vandenberg, 2001).
Poco se sabe acerca de los factores que regulan el desarrolloc de los hongos
entomopatdégenos en ta hemolinfa det insecto, ni de la morfologia que adquieren al
interior del hospedante. Sin embargo, |a pérdida de virulencia en N. rileyi ha sido
correlacionada con la ausencia de una fase levaduriforme (Alves et al., 2002). Este
Oftimo fenémeno se ha demostrado con P. farinosus cuando infecta al gusano
cogollero, ya que las blastosporas de los aislados menos virulentos no proliferan tan
rapidamente como aquellas del aislado mas virulento; ademas, las blastosporas
producidas in vivo, aparentemente evaden el reconocimiento por parte de los

hemocitos (Altre y Vandenberg, 2001).
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La vanabilidad fenotipica entre el estado micelial y et estado levadunforme en
los hongos patdégenos se ha correlacionado con la virulencia. Hasta hace poco se
han revelado los mecanismos geneticos y moleculares que intervienen en ello. En
Paracoccidioides brasilensis, un patégeno de mamiferos, la variabilidad fenotipica y
el cambio de forma representa modificaciones programadas y controladas, mas que
cambios producidos al azar (San-Bias, et al., 2000). Una posible explicacién para el
cambio de forma, desde el punto de vista energético, es que las blastosporas podrian
estar acumulando reservas endogenas, mientras crezcan en un medio que le da
todos los nutrimentos para desencadenar la germinacién. Esos propéagulos al no ser
dependientes del ambiente nutrimental externo para una rapida germinacién,
conferirian a los aislados cierta virulencia aumentada debido probablemente a que
las reservas energéticas acumuladas podrian ser utilizadas una vez que el hongo se
encuentra en el hospedador (Vega et al, 1999). En otro patégeno humano,
Histoplasma capsulatum se ha clonado el gen yps3 de la fase levaduriforme (Keath
ot al., 1989), forma parasitaria del hongo en humanos. Dicho gen se expres6 en
aislados virulentos y no se expresé en aislados avirulentos. Ademds se han
identificado vias de sefializacidbn dependientes del AMP ciclico para controlar et
cambio morfolégico durante la infeccién. Un incremento en la concentracién de AMP

ciclico tiene efectos diferenciales en M. capsulatum y P. brasilensis {Borges-

Waimsley, 2002).
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JUSTIFICACION

Una alternativa para el uso de plaguicidas quimicos contra la mosquita blanca,
gue es una de las principales plagas insectiles en México, son los hongos
entomopatégenos reguladores poblacionales naturales, entre los que se encuentra
Paecilomyces fumosoroseus. Para mejorar la aplicacién de este agente microbiano y
aumentar su utilizacidn masiva en el contexto de un manejo integrado de plagas, es
necesario conocer la biologia basica de dicho hongo entomopatogeno. Entre los
puntos relevantes, estan los mecanismos de infeccidn ya que en etapas posteriores,
esto permitiria colectar y seleccionar aislados que mostraran caracteristicas
fundamentales para el control de la plaga. Ademas, es importante describir la
relacion hospedante/parasito in vivo. La presente investigacion se planted para
estudiar in vitro algunos de los factores de patogenicidad, concretamente, las
enzimas que intervienen en ia degradacion de la cuticula del insecto. Otro aspecto
estudiado fue la transicion de conidio a diferentes propaguios del hongo, para
posteriormente observar la relacién hospedante parasito in vivo con fa prueba de
indice de crecimiento y desarrollo fungico en tres aislados de P. furmosoroseus (EH-
506/3, EH-503/3 y EH-520/3, de alta, mediana y baja virulencia expresada como Clsg
respectivamente). La observacion de |la penetracion y formacidn de estructuras
fungicas en la superficie del insecto con dos aislados (EH-506/3 y EH-520/3) y el
analisis ultraestructural con inmunocitoquimica para quitinasas con el aislado mas

virulento (EH-506/3), permitio hacer una aproximacion al modelo tedrico propuesto



para la penetracién de los hengos entomopatogenos, tomando como base el binomio

P. fumosoroseusimosquita blanca.




HIPOTESIS

Los aislados de P. fumosoroseus capaces de producir rapidamente in vitro 1as
proteasas y quitinasas indispensables para la penetracion del insecto, asi como de
completar la transicién de conidio a blastospora, son mas virulentos en el modelc de

infeccion in vive.



OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar la rapidez y eficiencia tanto en la produccidn de proteasas y
quitinasas en sustratos sintéticos especificos e in vivo, y su relacion con la transicion
de conidios a diversos propagulos, como blastosporas y la virulencia, medida por el

indice de crecimiento y desarrollo fungico, de aislados de P. fumosoroseus.

Objetivos particulares

o Llevar a cabo estudios cinéticos en cultive sumergido de los aislados
seleccionados en medios que induzcan fa produccion de proteasas

o Determinar la actividad enzimatica de las proteasas de P. fumosoroseus
contra los sustratos especificos (peptidos) de proteasas tipo tripsina y tipo
subtilisina.

o Determinar la actividad enzimatica de las quitinasas de P. fumosoroseus
contra quitina coloidal.

o Realizar estudios cinéticos de la transicion conidio-blastosporas in vifro de
los aislados.

o Infectar ninfas de mosquita blanca con cada uno de los aislados y detener
a diferentes tiempos para seguir el desarrollo de la penetracion fungica
mediante la aplicacion del indice de crecimiento y desarrolio flungico

(ICDF).



Detener la infeccidn a diferentes tiempos, y preparar las muestras para
microscopia de barrido (MEB) y etectronica de transmision (MET).
Observar la adhesion de los conidios del hongo y formacion de
estructuras, en la superficie de la cuticula del insecto por MEB.

Realizar el analisis ultraestructural convencional y con inmuno-oro de P.
fumosoroseus en su hospedante, la mosquita blanca (Homoptera:
Aleyrodidae).

Observar la presencia de blastosporas por MET en el hemocele del
insecto, a los diferentes tiempos de infeccion.

Detectar la presencia de quitinasas en las estructuras penetrantes con

INMUNC-0ro.
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METODOLOGIA

AISLADOS FUNGICOS

Se utilizaron tres cultivos monospéricos de P. fumosoroseus (Cavallazi et al.,
2000} provenientes del Centro Nacicnal de Referencia en Control Biolégico
(SAGARPA), Tecoman Colima. Los cultivos monosporicos EH-506/3, EH-503/3 y EH-
520/3, obtenidos de los aislados originales PFCAM, MBP y MBP1 respectivamente,
fueron seleccionados por su grado de virulencia (expresada como la Clsp) a partir de
un estudio previo {Castellanos-Mogue! ef al., 2001b). EH-506/3, ademas de ser
altamente virulento tiene una actividad proteolitica alta; EH-503/3, es muy virulento
con actividad quitinolitica alta y EH-520/3, es poco virulento con actividad de
proteasas y quitinasas intermedia. Todos los aislados se mantuvieron en agar de

glucosa Sabouraud (Bioxon, México).

Preparacidn y conteo de indculo

Los conidios para los estudios de cinética enzimatica, transicién conidio-
blastospora, indice de crecimiento y desarrollo fungico (IDCF) y analisis
ultraestructural se extrajeron con Tween 80 al 0.05%, a partir de colonias de siete a
once dias de incubacion a 28°C. La concentracion final de conidios fue ajustada a 1 x

10%/ml y el conteo se hizo con una camara de Neubauer.
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ENSAYOS ENZIMATICOS
Proteasas
Condiciones de cultivo

Para producir proteasas en cultivo sumergido se utilizé el medio H (en g/l:
sacarosa 10; glucosa 5; peptona 0.5; extracto de levadura 15) adicionado de caseina
(Sigma) al 1%. Se utilizaron matraces de 250 ml con 70 ml de medio de cultivo, los
cuales fueron sembrados con una suspension de conidios de 1 x 10%mi. Los
matraces se incubaron en agitacion orbital a 28 °C. Alas 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60,
72, 84, 96, 120, 168, 216, 240, 264 y 312 h después de la siembra, se tomd una
alicuota de 5 ml de cada matraz y se centrifugd, colectando y congelando el

sobrenadante para su ensayo enzimatico posterior.

Determinacion de la actividad de proteasas totales

La actividad de las proteasas se determino con el método de la azocaseina,
sustrato cromogénico gue al ser hidrolizado libera un colorante naranja que absorbe
fuertemente a una longitud de onda de 440 nm. Este método permite detectar la
actividad de la mayoria de las proteasas presentes en el sobrenadante del cuitivo
(Sarath ef al, 1989). Para este ensayo, se disolvio la azocaseina al 2% en regulador
de fosfatos 0.2 M, pH 7. Se colocaron en un tubo de microcentrifuga 250 ul de
sustrato y 150 pl de enzima, los cuales se incubaron a 25°C por una hora.
Posteriormente, se detuvo la reaccién con 1.2 ml de acido tricloroacético al 10% vy se

dejd reposar por 15 min, después se centrifugd a 4000 rpm durante 30 min, y a 1.2
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ml del sobrenadante obtenido se le agregaron 1.4 ml de hidroxido de sodic 1.0 M.
Después se leyo la absorbencia a 440 nm. La actividad esta expresada en unidades,
siendo una unidad la cantidad de enzima que arigina un cambio en la absorbencia de

0.010 a 440 nm (Sarath et al., 1989).

Determinacion de la actividad proteasas tipo tripsina (Pr1) y tipo subtilisina
(Pr2)

Se probo la especificidad de las proteasas producidas por los aislados
estudiados contra los sustratos comerciales Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-Na y Bz-Phe-Val-
Arg-pNa (Sigma), los cuales son hidrolizados por Pr1 (subtilisina) y Pr2 (tripsina)
respectivamente. Los ensayos consistieron en colocar en un tubo de ensayo 50 ui de
extracto enzimatico crudo y 900 ul de regulador Tris 0.1M, pH 8 (PBS, México). Dicha
mezcla se dejé equilibrar por 10 min en un bafo metabolico a 23°C y posteriormente
se colocod en una celda de espectrofotdmetro (Beckman, DU-600), agregandole 50 pl
de sustrato 1 mM. La actividad se expreso en unidades, siendo una unidad la
cantidad de enzima que origina un cambio de 0.001 en la absorbencia a 410 nm
durante un minuto (Gillespie et al., 1998).

Para el montaje de la técnica, se trabajo primeramente con un aislado, EH-
5086/3, con las condiciones de reaccion establecidas para las enzimas tipo subtilisina
(Pr1) y tipo tripsina (Pr2) de M. anisopliae (Gillespie et a/., 1998). Se disolvié el
sustrato sintético para Pr1 (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-Na} en amortiguador Tris-HC!| o en

Tris, y la mezcla de reaccion de ja enzima se equilibro a 23°C, y se incubd a
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diferentes tiempos: de 1 a 5 min directamente en la celda del espectrofotometro

(Gillespie et al., 1998).

Quitinasas
Preparacion y tincion del sustrato

Para inducir la produccion de quitinasas, se utilizd quitina coloidal tefida con
azul brillante de remazol (Gomez-Ramirez, 2000). Dicho sustrato se preparo a partir
de quitina comercial en hojuelas (Sigma, México), la cual se molig en un malino Wiley
con una luz de malla de 40. Por cada 10 gramos de quitina se agregarcn 100 ml de
HiPO4 al 85% (Baker, Meéxico) y se mezclaron agitando manualmente, para
mantenerla posteriormente en refrigeracion por 24 h. Después se le agregd agua en
exceso para hacerla coloidal, y se filtré a traves de gasa para eliminar la acidez. Para
teriirla, se colocaron en un vaso de precipitado 7 g de quitina coloidal y 0.23 g de azul
brillante de remazol (Sigma) previamente disuelto en agua; la mezcla se calento a
ebullicion durante una hora, luego se filtré y lavd con agua fria y caliente hasta que
ya no salid color. Se escurrid y se fijo con 0.075 g de dicromato de sodio (Sigma) y
0.075 g de tartrato de sodio y potasio (Baker) por cada S g de quitina coloidal. La
mezcla se dejo hervir por 10 min y se lavo nuevamente. Se esterilizd en autoclave a

121°C y se refrigerd hasta su uso (Gomez-Ramirez, 2000).

Condiciones de cuitivo
Las quitinasas se produjeron en medio sintético (en g/l: cloruro de sodio 0.25

fosfato monobasico de potasio, 0.375; carbonato de sodio, 0.375. sulfato de
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magnesio 0.275) (Chavez-Camarillo y Cruz-Camarillo, 1984), adicionado con quitina
coloidal tenida con azul brillante de remazol (Gémez-Ramirez, 2000); utilizando las
mismas condiciones de cultivo que para la produccion de proteasas. A las 0, 24, 72,
120, 168, 216, 264 y 312 h se tomd una alicuota de cinco mi de cada matraz y se
centrifugd, para leer el sobrenadante a 595 nm (Gémez-Ramirez et al, 2004) y

obtener la actividad enzimatica.

Determinacion de la actividad de quitinasas

La actividad de quitinasas se determind al leer |la absorbencia de los cultivos
de P. fumosoroseus en medio sintetico adicionado con 2% de quitina coloidal tefiida
con azul brillante de remazol. Este sustrato, al ser cromogeénico, libera el colorante
unido a la quitina durante la hidrdlisis de la misma, y la actividad se expresa en
unidades, siendo una unidad la cantidad de enzima que origina un cambio en la

absarbencia de 0.01 a 595 nm (Gémez-Ramirez, 2000).

Actividad especifica de proteasas y quitinasas

Para calcular ia actividad especifica de todas las enzimas ensayadas en los
sobrenadantes de todos los medios de cultivo utilizados, se determind la cantidad de
proteina soluble en los mismos, utilizando el método de Bradford (1976), el cual se
basa en la unién de un colorante a las proteinas. Dicho complejo tiene su maxima
absorbencia a 595 nm, y las lecturas son proporcicnales a la concentracion de

proteina, los datos obtenidos se interpolaron en una curva tipo de albUmina sérica
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bovina. Para este ensayo se mezcld 1ml de sobrenadante con 1 ml de reactive de

Bradford y se |leyo la abscrbencia a 595 nm.

DIMORFISMO FUNGICO
Cinética de la transicion conidio-blastospora in vitro

Para la observacion de la transicion conidio-blastospora se utilizaron los
mismos medios y en las mismas condiciones de cultive usadas para la produccion de
enzimas, esto es, matraces de 250 ml con 70 ml de medio H adicionado con caseina
at 1% o bien, medio sintético adicionada con quitina coloidal sin tedir al 2%, los
cuales fueron sembrados con una suspension de conidios de 1 x 10%mt, y
mantenidos a 28°C con agitacion orbital a 150 rpm. A las 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60,
72,96, 120, 168, 216, 240 y 312 h despuées de la siembra se tomaron alicuotas de 3
mi de cada matraz y se observaron al microscopio, midiende el largo y ancho de por
lo mencs 30 estructuras, con un microscopio Olympus BX-40 con un objetivo
graduado a 40x. También se realizd un registro grafico de los propagulos con una
camara Olympus PM-C35 y una unidad de controf de exposicion Olympus PM20. La
transicion fungica se registrd de acuerdo con el esquema de clasificacidn de
Bidochka et al. (1987), con ligeras modificaciones. £ste esquema comprende seis
estados de desarrollo (ED): conidios no hinchados (1), conidios hinchados (l1), tubo
germinal emergiendo (lll), alargamiento del tubo germinal y formacion del primer
septo (IV), alargamiento (crecimiento) polar y bipolar del micelic resultante e
iniciacion de una blastospora (V) y desprendimiento de la blastospora (VI). Se calculd

la relacion largo/ancho de todos los propagulos medidos.
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DETERMINACION DE VIRULENCIA
Insectos

Para la determinacion del indice de crecimiento y desarrollo fungico (ICDF) y
la microscopia electrénica de barrido y de transmision, se utilizaron ninfas de
mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum), obtenidas de foliolos de frijol
(Phaseolus vulgaris) o bien hojas de aretillo (Fucsia spp.) infestados con dicho
insecto. Para las pruebas de microscopia electronica se seleccionaron ninfas de
estadio dos y tres, mientras que para el indice de crecimiento y desarrollo fungico, se
trabajo con ninfas de cuarto estadio (Garcia-Juarez et al.,, 1999), en todos los casos,
los insectos tenian un aspecto turgente y transparente, indicador de que estaban
sanos. Para todos los ensayos in vivo, se cortaron disces en los foliolos que contenia
las ninfas, y se desinfectaron sumergiéndolos en las siguientes soluciones: alcohol
al 70% (2 seq), agua destilada (40 seg), hipoclorito de sadio al 2.5% {20 seg) y tres
lavados con agua destilada de 40 seg cada uno, para luego dejar secar en un papel

fittro esteril (Vidal ef al., 1996).

Determinacion del indice de Crecimiento y Desarrollo Fiungico

Una vez desinfectadas, se seleccionaron 25 ninfas en cuarto estadio, las
cuales fueron depositadas en cajas de Petri de 3.5 cm de didmetro que contenian
agar-agua (23g/l). Una suspension conidial de 1 x10° conidios/m! de los aislados EH-
506/3, EH-503/3 y EH-520/3 fue utilizada para la infeccion, la cual consistid en

depositar 3ul de dicha suspension en cada ninfa. Las cajas se incubaron a 28°C y
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con un fotoperiodo de 16:8 (luz-oscuridad). Posteriormente se hicieron observaciones
alas 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 h, que fueron los mismos tiempos que la
cinética de transicion de conidio-blastospora, y se tomaron fotografias para seguir el
desarrollo de los conidios. El desarrollo fungico en el insecto fue evaluado con base
en una escala de 0 a 3.0, y comparado con ninfas testigo, las cuales fueron cubiertas
solamente con tween 80 al 0.05% estéril. El ICDF correspondio a la siguiente escala;
0.0= ninfa rodeada de conidios no germinados; 0.5= germinacidn de conidios con
uno o dos tubos germinales en el area cercana a la ninfa; 1.0= crecimiento de tubos
germinales y presencia de hifas; 1.5= crecimiento inicial de hongo orientado al
insecto y primer contacto de las hifas con la ninfa; 2. 0= crecimiento micelial dentro y
en |la superficie y area alrededor de la ninfa; 2.5= inicic de ia esporulacion, conidios
que cubren la superficie de la ninfa, 3.0= esporulacion completa, ninfa cubierta con

micelio y conidios del hongo (Garcia-Juarez ef al., 1999).

Pruebas de infeccion in vivo para microscopia electronica

Una vez seleccionadas y limpias, las ninfas se infectaron con Ia suspension de
conidios de EH-506/3 (aislado mas virulento) o de EH-520/3 (aisladoc menos
virulento), permitiendo que la parte del foliolo que contenia las ninfas (envés), tuviera
contacto con los conidios durante 1 min, para después secar al aire. El disco se
coloco en cajas de Petri esteriles con medio KNOP (en g/l: nitrato de potasio, 0.125g;
nitrato de calcio, 0.500, sulfato de magnesio, 0.125; fosfato de potasio, 0.125 y agar
23) para evitar el marchitamiento de los discos recortados de los foliolos, o bien se

utilizd también una variante metodologica muy semejante a la descrita para el ICDF,
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ya que a las ninfas previamente desinfectadas, se pasaron a cajas de Petride 3.5 cm
de diametro que contenian agar-agua (60 g/l) y se les infecté con 3 pl de una
suspensién de 1x10° conidios/ml. Las cajas se incubaron a 26 +/- 2°C a una
humedad relativa de 60% y un fotoperiodo de 16:8 h. Inmediatamenie y después de
la infeccidbn se tomaron muestras a 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 96, 120 y 168 h. Las

ninfas infectadas se fijaron y procesaron para el estudio ultraestructural.

inmuno-oro ultraestructural con anticuerpo biotinilado

Para observar la produccion in sifu de quitinasas en el proceso de infeccion
del hongo en la mosquita blanca, se utilizo una metodologia inmunocitoquimica con
MET.

Se utifizé un anticuerpo monoclonal conira agfutinina de germen de trigo
(WGA, por sus siglas en inglés), la cual es una lectina con alta afinidad hacia
trisacaridos de N-acetil-D-glucosamina (componente de ta quitina) (Boyer, 2000).
Dicha lectina, comparte un epitopo con la heveina, la cual es una quitinasa de tipo
dos, producida por Hevea brasitensis. Las quitinasas de tipo dos, han sido
identificadas en muchos microorganismos (Cohen-Kupiec, y Chet, 1938).

En este ensayo, las quitinasas, al actuar sobre la cuticula de los insectos,
liberaron oligdbmeros de quitina, entre ellos, trisacaridos de N-acetil-D-glucosaminag, a
los cuales se unido la WGA, y posteriormente el anticuerpc bictinialdo. A ese
anticuerpo se unio estreptavidina-oro y fue lo que permitic observar en la MET, las

marcas de oro coloidal.
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El anticuerpo monoclonal fue proporcionado por el Dr. Edgar Zenteno y ta Dra.
Conchita Agundis del Laboratorio 6 del Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Medicina de la UNAM.

Para la tecnica de biotinilacion del anticuerpo, primero se precipitaron
gammaglobulinas del suero sanguineo murino con una soluciéon saturada de sulfato
de amonio. Dicho procedimiento se repitio tres veces y posteriormente se dializd
extensivamente contra solucion salina al 0.9 %. Se centrifugd y se determino la
cantidad de proteina utilizando el método de Bradford (1976). Se ajusto la
concentracién de anticuerpocs a una solucion de 1 a 3 mg/ml en amortiguador de
borato de sodio 1 M, pH 88. A esta solucion se adiciond la biotina (N-
hidroxisuccinimida-biotina, Sigma ), en una concentracidn de 25 ug por cada mg de
anticuerpo. Se mezclé y se dejd incubar por cuatro h a temperatura ambiente.
Posteriormente, a la soiucion se le agregaron 20 ul de cloruro de amonio 1 M por
cada 250 pg de biotina. Se incubo 10 min a temperatura ambiente, y luego se dializd
extensivamente contra amortiguador de borato de sodio pH 8.8 1 M (Hartow y Lane,
1988). Para corroborar la biotinilacidn del anticuerpo, se hizo un ensayo de DOT-
ELISA con avidina-peroxidasa. Este método se basa en el cambio de color producto

de una reaccidn de dxido-reduccion, cuando se une la avidina con el anticuerpo.
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Técnicas de microscopia electronica de transmision (MET) y de barrido
(MEB)

Para la fijacion se utilizo glutaraldehido al 2.5 % en regulador de fosfatos 0.1 M
pH 7.2 por 48 h a 4° C. Luego se paso a glutaraldehido al 3 % en el mismo regulador,
3ha4°C

La posfijacion se realizdé con tetroxido de osmio al 1 % en regulador de
fosfatos 0.1 M, pH 7.2, 3 h a 4° C (para las muestras destinadas a MET convencional
y MEB). Entre fijacion y posfijaciéon se hicieron lavados con el mismo regulador, tres
veces de cinco min cada uno. Se procedié a la deshidratacion con diferentes
concentraciones de etanot, y la desecacion por punto critico en camara de CO,. Se
montaron en cilindros de aluminio con pasta de plata y se cubrieron con carbén y oro
ionizados (MEB).

Se realizaron cortes finos montados en rejillas de niguel (0 de oro), se
rehidrataron por flotacion en PBS, 15 min a temperatura ambiente. Se bloqued con
PBS-ASB al 1%-Tritén X-100 0.1%, 1 h a temperatura ambiente en cama humeda y
se escurrio (no lavar). Posteriormente, se incubd con el anticuerpo anti aglutinina de
germen de trigo biotinilado en PBS 30 min a 23-24°C en camara humeda y se lavo
con el mismo regulador de diluciéon 3 veces 5 minutos cada una. Luego se incubo en
estreptovidina-oro y se lavd con PBS estéril a chorro con pipeta pasteur (40 ml por
rejilla). Se realizé otro lavado con agua desionizada estéril a chorro; para
posteriormente, se dejo secar, contrastar con uranilo y plomo y observar.

La inclusion de las muestras se hizo en araldita para MET convencional y en

EPON 812 para estreptavidina-oro. Los cortes semifinos (1 micra) se realizaron con
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cuchilla de vidrio y se tineron con azul de toluidina acuosa al 1 %. Los cortes finos
(100 nm) se hicieron con cuchilla de diamante y se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato acuoso de manera habitual. Para observacion de MEB se utilizé un

microscopio DSM 950 y de MET un microscopio EM/10.

Analisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA ¢=0.5), para las actividades de
proteasa, el nimero de propagulos y el ICDF, seguido por una comparacion multiple
de medias de Tukey (Dowdy y Wearden, 1983). Todos los analisis fueron hechos

usando el programa SPSS, version 10, 2003.
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RESULTADQOS

ESTUDIOS ENZIMATICOS
Proteasas totales

La produccidn, tanto de proteasas como de propagulos se realizé en medio H
adicionado con caseina al 1%. La actividad proteclitica total, se detectd por el
método de la azocaseina (Sarath et a/, 1989). Con esta determinacion, se constato
que existia algun tipo de proteasa en el sobrenadante del cultivo de P
fumosoroseus. Todos los aislados probados mostraron actividad, |la cual se mantuvo
baja durante las primeras 96 h del cultivo en los tres casos, a partir de este momento
para EH-506/3, a las 120 para EH-503/3 y a las 168 h para EH-520/3 comenzé a
elevarse. La maxima actividad, fue alcanzada por cada aislado a diferentes tiempos
(Figura 4); EH-506/3 presentd 91 UP/ml a las 216 h y 99 UP/ml a las 312 h de
incubacion. EH-503/3 mostré una actividad de 67.2 UP/ml a las 240 h, pero ésta se
elevo y alcanzo las 105.8 UP/ml a las 312 h de incubacion. EH-520/3 exhibid una
actividad de 49 UP/ml a las 216 h. Se observaron diferencias significativas de

actividad (P<0.5) en todos los tiempos (tabla 2) entre los tres aislados.
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Figura 4 Actividad volumétrica de proteasas de los aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de P.
furnoasoroseus determinada por el método de la azocaseina,

En cuanto a la actividad especifica {Figura 5), que es la actividad enzimatica
con respecto a la cantidad de proteina total presente en el sobrenadante del cultivo,
se observd una tendencia semejante a la descrita anteriormente. Sin embargo, el
maximo de actividad se observo a las 216 h para EH-506/3 y para EH-520/3, y hasta
las 312 h para EH-503/3. En este caso, tambien pudo observarse una actividad baja
durante las primeras 96 h de incubacion. Se registraron ligeros aumentos de

actividad a las 72 h para EH-506/3 y a las 60 h para EH-520/3.
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Figura 5. Aclividad especifica de proteasas (expresada como UP/ug de proteina total en el
sobrenadante) de los aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de P. fumosoroseus.

Tabla 2. Comparacién de la actividad de proteasas totales de tres aislados de

P. fumosoroseus

Tiempo Unidades de proteasa (UP/ml)
EH-506/3 ~ EH-503/3 EH-520/3

0 3‘62 3.3° 8.0°
6 36 2.1? 8.0°
12 3.8° 2.0° 7.9°
18 3.7° 1.5 8.0°
24 40° 1.8° 8.7¢
36 4.4° 2.0° 8.6°
48 4.3° 1.3 10.0°
60 4.4° 1.9° 9.5°
72 586° 122 8.7°
84 5.1° 1.382 9.0°
96 51° 152 9.0°
120 62.4° 2.7° 8 7°
168 87.0° 6.7° 36.0°
216 91.0° 58.7° 49.0°
240 89.0° 67.2° 4.6°
312 99.0° 105.8° 22.4°

e e e

Cada valor representa el promedio de tres expenmentos independientes entre si. En el analisis de
valor critico de comparacién de rangos multiples de Tukey, los promedios que comparien la misma
letra en la misma linea, no son diferentes significativamente.
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Estandarizacion de condiciones para la determinacion de la actividad de
proteasas tipo subtilisina {Pr1) y tipo tripsina (Pr2}
De acuerdo con los resultados obtenidos (tabla 3), se decidid utilizar

amortiguador Tris 0.1 M, pH 8, y establecer el tiempo de incubacion en 1 min.

Tabla 3. Comparacion de la actividad de Pr1 obtenida con diferentes
cond_icigngs_ para la mezcia de reaccion.

_Tiempo (h) UPr1/ml dependiendo del tiempo de reaccion (min)

3 Tris Tris HCI

1 -2 3 4 5 1 2 3 4 5
Q 66 65 65 64 64 34 35 37 38 39
6 72 93 91 91 91 63 77 o4 109 123
12 63 63 63 63 62 77 78 78 78 78
18 83 83 83 83 82 100 105 105 105 106
24 181 142 143 142 142 138 138 138 139 138
36 143 128 128 128 130 97 45 134 134 134
48 83 68 68 66 69 42 42 45 45 46
60 57 57 58 58 58 40 47 43 43 44
72 53 o4 54 54 54 46 46 48 49 50
84 68 67 67 67 68 46 38 143 48 49
96 78 84 80 84 81 51 49 50 51 51
120 746 565 570 578 584 417 464 474 490 494
168 371 454 506 526 558 301 324 337 233 367
216 620 627 648 671 671 488 503 527 527 528
240 560 506 554 610 630 435 562 557 583 583
312 585 500 511 517 517 329 395 435 446 448

"Cada valor representa el promedio de tres expenmentos independientes entre si.

Determinacion de la actividad de Pr1y Pr2

Una vez establecidas las condiciones de reaccion, se trabajé con los tres
aislados, los cuales presentaron actividad tipo subtilisina (Pr1) y tipo tripsina (Pr2)
(Figuras 6 y 7), bajo las condiciones experimentales mencionadas previamente.
Algunos de los puntos mostraron diferencia significativa, entre los tres aislados, escs

valores estan sefalados en la tabla 4.



Tabla 4. Actividad de proteasas Pr1 y Pr2 de aislados de P. fumosoroseus

Tiempo (h) Actividad de Pr1 (UPr1/m!) Actividad de Pr2 (UPr2/ml)

EH-506/3 EH-503/3 EH-520/3 EH-506/3 EH-503/3 EH-520/3

0 66.042 94.03" 120.56° 49 3? 138.4° 103.03°
6 72.36° 138.6° 123.9° 80.3° 155.52¢ 124.7°
12 63.5° 178.16°  90.88° 76.132 133.9° 103.5°
18 83.5° 170.11®*  110.19° 91.03° 198.2° 103.12
24 179.82° 156.34°>  109.11° 86.3° 178.7° 108.42
36 142.9% 148.9° 192.14° 65.82 210.1° 85.1°
48 83.1° 165.39°  92.01° 20.8° 200.4° 82.2°
60 57.4° 156.64°  90.68° 43.9° 164.8° 70.1°
72 53.92° 84.64° 108.76° 16.97° 89 .4° §4.24°
84 68.6° 72.430 97.66° 24 .5° 86.3° 83.4°
96 78.34° 94 .1° 93.1° 251.7° 97.5° 85.1°
120 745.7° 90.112 111.23° 23.4° 109.4° 95.4°
168 371.6° 105.8° 281.5° 65.7° 113.9° 122.7°
216 620.42° 391.1° 347 .4° 251.3° 155.7° 92 3°
240 559.6° 455 5° 201.6° 61.5 139.6° 208°
312 585.7° 496.7° 108.7° 57.5° 161.1° 153.3°

Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes entre si. En el analisis de
valor critico de comparacién de rangos miltiples de Tukey, los promedics que comparten la misma
letra en la misma linea no son diferentes significativamente.

Desde las 0 horas del experimento, todos los aislados mostraron actividad
tanto de Pr1 como de Pr2 (Tabla 3), la cual fue de 49.3 UPr2/ml a 150.6 UPr1/ml. Se
observaron diferencias significativas (F;,24=127.8, P<0.05), para Pr1 y (F2,24=184.9,
P<0.05) para Pr2 entre los tres aislados estudiados.

Enelcasode Pr1,alas 0, 12, 24, 72, 168, 240 y 312 h, se observo diferencia
significativa entre los tres aislados. A las 6, 96, 120 y 216 h, la actividad de Pr1 de
EH-506/3 fue estadisticamente diferente de los otros dos aislados. A las 18, 48 y 60
h, EH-506/3 y EH-520/3 no presentaron actividad de Pr1 estadisticamente diferente
entre ellos, mientras gue EH-503/3 en esos mismos tiempos de muestreo, formd un

grupo aparte. A las 36 y 84 h, la actividad de EH-506/3 y EH-503/3 no fue
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estadisticamente diferente entre si, mientras que EH-520/3 formé un grupo aparte en
ese tiempo de muestreo {Tabla 4).

La actividad de Pr2 de las 0 a las 12 h, mostré diferencia significativa entre los
tres asilados, esto se volvio a observar de las 36 a las 60 h, a las 96, 120 216 y 240
h Alas 72, 84, 168 y 312 h, la actividad de Pr2 de EH-506/3 fue estadisticamente
diferente de los otros dos aislados. A las 18 y 24 h, EH-506/3 y EH-520/3 no
presentaron actividad de Pr2 estadisticamente diferente entre ellos, mientras que
EH-503/3 en esos mismos tiempos de muestreo, formd un grupo aparte (Tabla 4).

Para los tres aislados, la actividad de Pr1 varid entre los 66 y las 192 Upri1/m|
hasta las 96 h de incubacion (Figura 8). En el aislado EH-506/3, |a actividad de Pr1
comenzo a elevarse y alcanzé un maximo (745.7 UPr1/mi} a las 120 h, para después
descender y elevarse nuevamente para alcanzar un segundo maximo de actividad
(620.4 UPr1/ml) a las 216 h. La actividad de Pr1 en EH-503/3, comenzé a elevarse
después de las 168 h y alcanzdo un maximo (496.7 UPri/ml) a las 312 h. La actividad
mas Daja de Pr1 fue la detectada en el aislado EH-520/3 (347.3 UPr1/ml) a las 216 h
(Figura 6).

La actividad especifica, en general, mostré la misma tendencia que las

actividades volumétricas antes descritas (Figura 7).

57



Bl +—
| ‘
F i T
i 1] | F *
* Py |
l 1 | | —a— EH BOET
= | ‘ EH S0F3
£ un | 7 | « 5202
£ ¥ B
o
.'.\'DCAL .
1
i -
T | N '
f o S 2
I a—t B — - —— —r—
S T - S
Tiempo ()

Figura 6. Actividad volumétrica de proteasas tipo subtilisina Pr1 (determinada contra el sustrato Suc-
Ala-Ala-Pro-Phe-Na) de los aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de P. fumosoroseus.
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Figura 7. Actividad especifica de proteasas tipo subtilisina Pr1 {determinada contra el sustrato Suc-
Ala-Ala-Pro-Fhe-Na y expresada como UPr1/ug de proteina total en el sobrenadante del cultivo) de los
aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de P. fumosoroseus.
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En los tres aislados, la actividad de Pr2 fue mucho mas baja que la de Pr1, y

relativamente constante con respecto a ésta permaneciendo asi, y relativamente

constante durante todos los experimentos (Figura 8).
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Figura 8. Actividad volumétrica de proteasas tipo tripsina Pr2 {determinada contra el sustrato Bz-Phe-

Val-Arg-pNa) de los aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de F. fumosoroseus.

La tendencia antes descrita para Pr2, también se observd con la actividad

especifica (Figura 9).
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Figura 9. Actividad especifica de proteasas tipo tnpsina Pr2 (determinada contra el sustrato Bz-Phe-

Val-Arg-pNa y expresada como UPr1/pg de proteina total en el sobrenadante del cultivo) de los
aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de P. fumoscroseus.

Produccion de quitinasas en cultivo sumergido

La produccion de quitinasas se realizé en medio sintético adicionado con
quitina coloidal tefida con azul brillante de remazol, y cada 48 horas se tomo una
alicuota del cultivo, se centrifugd y al sobrenadante se le leyd |la absorbencia para
determinar la actividad de quitinasas. El maximo se alcanzo a las 312 horas (Figura
10), para los tres aislados con 76 UQ/m| para EH-506/3, 61 UQ/m! para EH-503/3 y
81 UQ/mI para EH-520/3. La actividad especifica de las quitinasas, presento
tendencias diferentes para los tres aislados, sefialando a EH-506/3 como el mayor
productor de quitinasas/ug de proteina, con un maximo a las 312 h, mientras que la

de EH-503/3 presentd su maximo a las 264 h y EH-520/3 a las 168 h (Figura 11).
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Figura 10. Actividad volumetrica de quitinasas determinada con azul brliante de remazol, de los
aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de P. fumosoroseus.
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Figura 11. Actividad especifica de quitinasas (determinada contra quitina coloidal tefida con

azul brillante de remazol y expresada como UQ/ug de proteina total en el sobrenadante del cultivo) de
los aislados EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3 de P. furnosoroseus.
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Algunos puntos de la curva mostraron diferencia significativa entre los tres
aislados, esos valores estan senalados en la tabla 5. A las 0 h, se observaron
diferencias significativas (F224=11.970, P<0.05) entre los tres aislados estudiados.
Dichas diferencias permanecieron hasta las 168 h de incubacion, posteriormente, no
se detecto diferencia entre la actividad de los tres aislados (Tabla 5). A pesar de que
alas 312 h, se observa un aparente aumento de actividad de EH-520/3 con respecto

a los otros dos aislados, dicha elevacion no fue estadisticamente diferente.

Tabla 5. Actividad de quitinasas de aislados de P. fumosoroseus

Tiempo (h) Actividad de quitinasas (UQ/ml) -
EH-506/3 EH-503/3 B EH-520/3

0 40° 3.5° 1.8°

24 0° 1.8 2.1°

72 0? 0.8° 5.8°

120 32.0° 6.3° 572

168 46° 06° 69.4°
216 602 262 62°

264 752 557 682

312 76° 612 818

valor critico de comparacién de rangos multiples de Tukey, los promedios gque comparten la misma
letra en la misma linea no son diferentes significativamente,
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CINETICA DE LA TRANSICION CONIDIO-BLASTOSPORA

Para la cinética de la transicion conidio-blastospora y produccion de
propagulos, se utilizaron [os mismos medios que para la produccion de enzimas y se.
hicieron mediciones de por los menos 10 conidios por matraz al tiempo 0 del
experimento y posteriormente cada 6 h durante las primeras 24 h. A partir de las 24
h, los muestreos se realizaron cada 12 h, hasta que alcanzaron las 96 h. El
experimento se extendié hasta las 312 h, que fue el tiempo que duraron los

muestreos para fas enzimas.

Produccién de propagulos en medio H

Los tres aislados estudiados exhibieron una transicién de conidio (ED:I) a
diferentes propagulos en diferentes tiempos. Las figuras 12-14 muestran las distintas
estructuras encontradas en los cultivos de P. fumosoroseus. En los tres casos, el
conidio se hincho (ED: 1) y comenzo a producir uno o mas tubos germinales (ED: 1H1).
Durante los primeros'tiempos de muestreo, se observd un desarrollo diferencial de
los tres aislados utilizados: a las 6 h, EH-506/3 ya habia producido tubos germinaies
(ED: 11}, mientras que EH-503/3, comenzo a germinar entre las 6 y ias 12 h, mientras
gue EH-520/3 lo hizo hasta las 12 h (Tabla 6). A las 38 h, los tres aislados produjeron
blastosporas primarias (ED: V), originadas de los septos y puntas de las hifas;
blastosporas gemando (ED: V) y cuerpos hifales (ED: VI). Después de 48-96 h,
fueron observadas estructuras ovales y estrechas, semejantes a hifas cortas, estas

producian blastosporas (ED: V) o conidios sumergidos. A partir de las 96 h, se

63



observaron pelotillas de micelio (pellefs) y a las 196 h, cuerpos hifales mayores y
mas abundantes fueron encontrados. A las 240 h, las blastosporas mostraron
vacuolas bien definidas y produjeron tubos germinales; después de ese momento,
los propagulos fueron menos evidentes y lo que predoming en el cultivo fueron las
pelotillas de micelio.

En el caso de EH-506/3 (Figura 12), a las 6 h, los tubos germinales ya eran
relativamente largos, cuando se compararon con los otros dos aislados. A las 12 h,
dichos tubos germinales continuaron creciendo, pero también se observaron
blastosporas tipicas, como la sefalada en la figura 12. A las 18 h, se observd que
habia mayor cantidad de cuerpos hifales, los cuales continuaron apareciendo hasta
las 48 h. La relacion largo-ancho, mostré que los tubos germinales alcanzaron un
tamafo maximo, y posteriormente dicha relacion disminuy6, o gue también sefialé ta
presencia de cuerpos hifales. A [as 60 h y 84 h, de nuevo comenzaron a observarse
tubos germinales, pero esta vez se originaron a partir de las blastosporas y cuerpos
hifales. Dicho crecimiento continug hasta que se formaron pelotillas de micelio.

A las 6 h, el aislado EH-50/3/3, presentaba conidios germinando (Figura 13),
dichos tubos germinales alcanzaron un maximo entre las 12 y 18 h def cultivo, como
lo indican los valores de relacidn largo-ancho enlistados en la tabla 6. A partir de las
24 h, comenzaron a observarse una gran cantidad de cuerpos hifales, a partir de Ios
cuales se originaron blastosporas o conidios sumergidos. A partir de éstas
estructuras, comenzaron a originarse nuevos micelios, observados a partir de las 72
h. A partir de ese momento, comenzaron a formarse pelotillas de micelio, las cuales

permanecieron hasta las 312 h del cultivo.
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En el caso de EH-520/3, se observd una transicion un poco mas lenta, ya que
a las 6 h, se observaron conidios hinchados {Figura 14) y hasta las 12 h, se
observaron blastosporas. También se observo |la aparicion de hifas grandes, a partir
de las 24 h. A las 36 h, se observaron blastosporas originadas a partir de los septos
de dichas hifas. A partir de las 84 h se observd una gran concentracion de cuerpos
hifales y de pelotillas de micelio, las cuales se observaron hasta las 312 h de cultivo.

Diferencias significativas en la concentracion de propagulos fueron
observadas entre EH-506/3 y los otros dos aislados, EH-503/3 y EH-520/3. Las
mayores concentraciones de propagulos ocurrieron a diferentes tiempos para cada
aislado. A las 96 h, 1.0 x10” propagulos/mi para EH-506/3; a las 60 h, 7.7 x 10’

propagulos/ml para EH-503/3 y 6.4 x 10" propagulos/ml para EH-520/3.
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Tabla 6. Relacién largo-ancho de ios propagulos (cuerpos hifales, células
levaduriformes, hifas cortas y conidios sumergidos) de P. furmosoroseus en
medio H con caseina.

Tlempo '~ Aislado

Oh

6h

12h

18 h

24 h

36 h

48 h

60 h

72h

96 h

Largo/ancho
EH-506/3 2.0°
EH-503/3 2.0°
EH-520/3 2.0°
EH-506/3 2.1 (£0.5)%°
EH-503/3 2.3 (+0.4)°
EH-520/3 1.9 (+0.4)®
EH-506/3 8.5 (£2.57)°
EH-503/3 16 (¥3.11)°
EH-520/3 5 (5.16)°
EH-506/3 5.1 (£2.16)°
EH-503/3 4.5 (£2.11)
EH-520/3 6.9 (+6.5)°
EH-506/3 4.4 (+1.5)°
EH-503/3 4.6 (+1.7)°
EH-520/3 10.4 (+7.4)°
EH-506/3 4.4 (1.5)°
EH-503/3 4.6 (+1.7)
EH-520/3 10.4 (+7.4)°
EH-506/3 5.4 (+2.3)°
EH-503/3 3.2 (+1.2)°
EH-520/3 5.1 (2.5)°
EH-506/3 5.5 (+2.4)°
EH-503/3 4.1(¢1.4gﬂ
EH-520/3 4.6 (+1)*
EH-506/3 4.8 (£1.2)*°
EH-503/3 4.3 (+0.9)°
EH-520/3 5.5 (£1.3)°
EH-506/3 4.5 (+0.9)°
EH-503/3 4.03 (+0.81)?
EH-520/3 4.0 (z1.1)*

Estado de desarrollo (t!po de morfologia)

Conidios (I)
Conidios (1)
Conidios ()

Conidios germinando (lil)

Conidios germinando (Ii1)

Conidios hinchados (II)

Cuerpos hifales, blastosporas (V, V)
Conidios germinando (1)

Conidios germinando (HI)

Cuerpos hifales, blastosporas (V, Vi)
Cuerpos hifales, blastosporas (V,VI)
Cuerpos hifales, blastosporas (V,V!)

(
(
(
Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI
Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI
Cuerpos hifales, blastosporas (
Cuerpos hifales, blastosporas {
Cuerpos hifales, blastosporas (
Cuerpos hifales, blastosporas (
Cuerpos hifales, blastosporas (
Cuerpos hifales, blastosporas {
Cuerpos hifales, blastosporas {
(

)
)
V, VI)
Vv, VI)
V, VI)
V, VI)
V, VI)
V, VI)
Vv, VI)

1

Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
Cuerpos hifales, blastosporas {V, VI}, comdlos sumergidos

Cuerpos hifales,
Cuerpos hifales,
Cuerpos hifales,
Cuerpos hifales,
Cuerpos hifales,
Cuerpos hifales,
Cuerpos hifales,

blastosporas (V, V1), conidios sumergidos
blastosporas (\/, VI}
blastosporas {V, V1), conidios sumergidos
blastosporas (V, VI), conidios sumergidos
blastosporas (V, VI)
blastosporas (V, V), conidios sumergidos
blastosporas (V V1, conidios sumergidos

Cada valor representa el promedio de tres expenmentos 1ndepeud;emm ‘entre si. En el analisis de
valor critico de comparacion de rangos multiples de Tukey, los promedios que comparten [a misma

letra no son diferentes significativamente.
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ED: V. VI

Figura 12. Cinética de la transicion conidio-blastospora del aislado EH-506/3 en medio H con caselna al 1%. Obs
hifales (18h) y las blastosporas tlpicas (6h). ED: estadic de desarrolle. I conidios, IIl: conidios germinando, V:
blastosporas.
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ED: 1IN, V., VI

Figura 13. Cinética de la transicién conidio-blastospora del aislado EH-503/3 en medic H con caselna al 1%. Obsérve
de cuerpos hifales a pardir delas 24 h. A las 60 y 96 h, se observaron conidios sumergidos (flechas). ED: estadio de d
lll: conidios germinando, V: cuerpos hifales, VI: blastosporas.
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Figura 14. Cinética del a transicién conidic-blastospora del aislado EH-520/3 en medio H con caselna al 1%. Obsérve
originadas a partir de los septos hifales a las 36 h. ED: estadio de desarrollo. |: conidios, I{l: conidios germinando, V
blastospaoras.

ED: V. VI

ED: V, VI '
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Produccion de propagulos en medio sintético adicionado con quitina coloidal

En el presente estudio, también se obtuvo una produccion de propagulos en
un medio rico, similar a las condiciones nutrimentales que encuentra el hongo
cuando entra en contacto con la cuticula del insecto. Esto es, en el medio sintético
con quitina coloidal, se observaron también cuerpos hifales y blastosporas (Figuras
15-17). El conidio se hinchd (ED: 1) y comenzd a producir uno o mas tubos
germinales (ED: Iil). Durante los primeros tiempos de muestreo, se observd un
desarrollo diferencial de los tres aislados utilizados: a las 12 h, EH-506/3 y EH-503/3
ya habian producido tubos germinales (ED: Hll), mientras que EH-520/3, comenzd a
germinar hasta las 24 h, (Tabla 7). A las 36 h, los tres aislados produjeron
blastosporas primarias (ED: V); originadas de los septos y puntas de las hifas; asi
como gran cantidad de bilastosporas gemando (ED: V) y en menor medida cuerpos
hifales (ED: VI). Después de 48-96 h, estructuras ovales y estrechas, semejantes a
hifas cortas fueron observadas, éstas producian principaimente blastosporas (ED: V).
A partir de las 96 h, se observaron pelotillas de micelio (peflets) rodeando las
particulas de quitina del medio, lo que predomind hasta las 196 h en el cultive fueron
las pelotillas de micelio. Después de las 196 h, practicamente habia desaparecido
todo el material particulado del medio.

Atas 6 h, el aislado EH-506/3, ya habia comenzado a producir cuerpos hifales
(Figura 15), los cuales se alargaron y alcanzaron su maximo tamano entre las 12 y
24 h de acuerdo con la relacion largo-ancho mencionada en la tabla 6. A las 24 h, se
observd una mayor cantidad de cuerpos hifales largos, que estaban ascciados a las

particulas de quitina, después de ese tiempo, se observd una gran cantidad de
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cuerpos hifales y al mismo tiempo, pelotillas de micelio que englobaron a las
particulas de quitina, dicha quitina, fue desapareciendo progresivamente del medio
de cultivo.

El aislado EH-503/3 produjo blastosporas tipicas a las 12 h de cultivo (Figura
16), las cuales continuaron apareciendo hasta las 24 h, también se observo la
presencia de pelotiffas de micelio asociadas a la quitina. A partir de ias 36 h, se
observaron conidios sumegidos y a las 72 h, tubos germinales originados de dichos
conidios.

El aislado EH-520/3, presents conidios hinchados (Figura 17) y blastosporas
tipicas a las 6 h. Este aislado presenté blastosporas con varias yemas, asi como
conidios sumergidos originados a partir de cuerpos hifales cortos. También se
observaron, como con los otros dos aislados, pelotillas de micelio asociadas a la
quitina.

Las concentraciones de propagulos fueron, para EH-506/3, 1.1 x 10°
propagulos/mi a las 36 h de incubacién, para EH-503/3, 1.3 x 10° propagulos/ml a las

72 h y para EH-520/3, 6.4 x 10° propagulos/ml a las 12 h.
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86 h ED: |}

8h
ED: I, V. VI

ED: V, Wi

ED: V. VI

Figura 15. Cinética de la translcion conidio-blastospora del aislado EH-506/3 en medio sintético con quitina coloidal al
cuerpos hifales orientados hacia la quitina a las 36 h. ED: estadio de desarrollo. |: conidios, Ill: conidios germinando, V
blastosporas.
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Figura 16. Cinética de la transicién conidio-blastospora del aislado EH-503/3 en medio sintético con quitina coloidal at
conidios sumergidos (flecha) a las 36 y 48 h. ED: estadio de desarrolio. I: conidios, Ill: conidios germinando, V:
blastosporas.
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Figura 17. Cinética de la transicidn conidio-blastospora del aislado EH-520/3 en medio sintético con quitina coloidat al
conidios sumergidos originados a partir de cuerpos hifales cortcs a las 36 h. ED: estadio de desarrolio. I: conidios, Nt ¢

V: cuerpes hifales, VI: blastosporas.
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El tamafio de los conidios aéreos usados para la inoculacion y medidos
después de la incubacién por 10 dias a 28°C en medio H solido fue de 5+ 0 um de
largo y 2.5 + 0 um de ancho. E| tamanc de los propagulos se determind al dividir
largo/ancho en cada tiempo de muestreo (Tabla6y 7).

De manera general, la relacién largo/ancho obtenidos en medic H fueron
mayores a aguellos obtenidos en medio sintético. A las 12 h, EH-503/3 mostrd un
relacion largo/ancho de 16 cuando se cultivé en medio H, este tamafio corresponde a
hifas cortas. Para las 24 h, todos Ios propagulos sumergidos, excepto los obtenidos
con EH-520/3 en medio sintético, mastraron relaciones largo/ancho mas altas que los
conidios aéreos. Diferencias significativas (P<0.05) fueron observadas entre el

tamario de los propagulos (Tabla 6 y 7) en casi todos los tiempos de muestreo.
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Tabla 7. Relacién largo/ancho de los propagulos (cuerpos hifales, células
levaduriformes, hifas cortas y conidios sumergidos) de P. fumosoroseus en
sintético con quitina coloidal.

Tiempo Aislado largo/ancho  Estado de desarrollo (t|po de morfologia) i
EH-506/3 2.0° Conidios (1)
Oh EH-503/3 2.0¢° Conidios (I)
EH-520/3 2.0° Conidios (I)
EH-506/3 223 (x1.1)* Conidios germinando {lil)
6h EH-503/3 2.2 (x1.1)° Conidios germinando (l11)
EH-520/3 2.07 (#1.1)° Conidios hinchados, blastosporas (Il, VI)
EH-506/3 4.4 (+0.34)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, V)
12 h EH-503/3 4.45(+0.34)° Cuerpos hifales (V)
EH-520/3 2 (+0.34)° Cuerpos hifales(V)
EH-506/3 7.1(+0.64)®  Cuerpos hifales, blastosporas (V, V)
18 h EH-503/3 5.9(x0.64)° Cuerpos hifales, blastosporas (V,VI)
EH-520/3 2.23(x0.64)® Cuerpos hifales, blastosporas (V VI)
EH-506/3 4.6(+0.65)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
24 h EH-503/3 267(x0.65)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-520/3 4.7(x065)°  Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-508/3 3.77(x0.26)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
36 h EH-503/3 2.4(+0.26)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-520/3 2.33(x0.26)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-506/3 4.3(1:0.41)b Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
48 h EH-503/3 2.58(+0.41)* Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-520/3 3.88(i0_41)b Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-506/3 3.33(+0.44)*° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
60 h EH-503/3 2.88(+0.44)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-520/3 4.03(x0.44)® Cuerpos hifales, blastosporas (V, V)
EH-506/3 3.8(x0.49)*® Cuerpos hifales, biastosporas (V, VI)
72h EH-503/3 2.9(+0.49) Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-520/3 4.85(x0.49)" Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-506/3 4.63(+0.47)° Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
96 h EH-503/3 2.3(x0.47)®  Cuerpos hifales, blastosporas (V, VI)
EH-520/3 3. 31 (iO 47Y? Cuerpos hifales, blastosporas (V, Vi)

Cada valor representa el promedno de tres experimentos independientes entre si. En el analisis de
valor critico de comparacion de rangos multiples de Tukey, los promedios que comparten la misma

letra no son diferentes significativamente.

Con base en las observaciones obtenidas en ambos medios de cultivo, se
propone un esquema general de la transicion de conidio a blastospora de aislados de

P. fumosoroseus de México (Figura 18). Dicho esquema, comprende el hinchamiento
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del conidio, el cual puede producir un tubo germinal que a su vez generara una
blastospora o bien, producir directamente una levadura, posteriormente, dicha
blastospora germina y da lugar a un cuerpo hifal o a hifas cortas, estas estructuras,
pueden dar origen a su vez, a blastosporas secundarias 0 a conidios sumergidos, los
cuales, al germinar, generaran nuevos cuerpos hifales, conforme el cultivo envejece,
comenzaran a desaparecer las blastosporas y cuerpos hifales, para encontrar en su

lugar, pelotillas de micelio.

Figura 18. Esquema general de la fransicion de conidio a blastospora de aislados de P. furnosoroseus
de México. a) conidias sin germinar. b} conidio produciendo un tubo germinal. ¢) hifas producienau
blastosporas. d) cuerpos hifales. e} cuerpos hifales produciendo conidios sumergidos. f) conidio
produciendo una levadura. g} blastospora tipica originada a partir de un conidio. h) cuerpos hifales
onginados de conidios.
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Pruebas de virulencia
Determinacién del indice de Crecimiento y Desarrollo Fungico

El IDCF proporciond una perspectiva de los eventos cronoldgicos de la
infeccion de P. fumosoroseus hacia la mosquita blanca. La tabla 8 describe el ICDF
para los tres aislados. Entre las 6 y las 24 h del ensayo, se observaron diferencias
(P<0.05) entre los aislados. A las 6 y 12 h, los valores del ICDF para las ninfas
tratadas con EH-506/3 fueron significativamente diferentes de aquelios observados
en las ninfas tratadas con EH-503/3 y EH-520/3. A las 18 y 24 h, los tres aislados
mostraron diferencias significativas entre ellos. A las 36 y 48 h, los valores del [CDF
para las ninfas tratadas con EH-506/3 y EH-503/3 fueron los mismos, y fueron
significativamente diferentes de los obtenidos en las ninfas tratadas con EH-520/3. A
las 60h, los tres aislados alcanzaron el mismo valor de ICDF. La figura 19 muestra
una ninfa 4 sana y la 20, ninfas a las 0 h de incubacién

El aislado EH-506/3, germind y cotonizé mas rapidamente las ninfas, que los
otros dos, senalandolo como el mas virulento. A las 6 h, este aislado mostré
germinacion de los conidios en el drea cercana a la ninfa (ICDF=0.5), mientras que
este valor fue alcanzado por los otros dos aislados hasta las 12 h (Tabla 8). A las 12
h (Figura 21), el micelio de EH-506/3 estaba creciendo en la superficie del
hospedante (ICDF=2.0), aparentemente, ya habia emergido del mismo. En este
mismo tiempo, los otros dos aislados, comenzaban la germinacion en el area
cercana a la ninfa y en el caso de EH-520/3, 1o que se observaba principalmente
eran conidios hinchados. A las 18 h de incubacion (Figura 22), las ninfas tratadas con

EH-506/3 mostraban unos pocos conididforos en su superficie, con |la esporulacién
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caracteristica de Paecifomyces (ICDF=2.5). A este mismo tiempo de incubacion, las
ninfas tratadas con EH-503/3 mostraban hifas orientadas hacia la ninfa, y algunas de
ellas ya tenian un contacto con el cuerpo del hospedante (ICDF=1.5). A las 18 h, el
aislado EH-520/3 desarrolid uno o mas tubos germinales en la cercania de la ninfa
(ICDF= 0.5). A las 24 h (Figura 23), EH-506/3 mostraba el mismo ICDF (2.5) y EH-
503/3 desarrollaba un crecimiento micelial denso en la ninfa, sugiriendo emergencia
de las hifas a partir del hospedante. En este mismo tiempo, el ICDF para EH-520/3
era de 1, ya que los conidios estaban germinando, y muy pocos tubos germinales
mostraban contacto primario con la ninfa. A las 36 h (Figura 24), EH-506/3
continuaba esporulando y EH-503/3 iniciaba la esporulacion en la superficie de las
ninfas (ICDF=2.5). EH-503/3 continud con un crecimiento micelial denso, y las ninfas
tratadas con este aislado, mostraban dafio estructural, asi como cambio de forma.
Las ninfas testigo o tratadas con los otros dos aislados, conservaron |la forma tipica
del insecto, aun durante el proceso de manipulacion. A este mismo tiempo (36 h), las
ninfas tratadas con EH-520/3 mostraban un ICDF de 1.5, ya que las hifas
comenzaban a colonizar el hospedante. A las 48 h (Figura 25) , las ninfas tratadas
con EH-506/3 estaban completamente cubiertas de micelio (ICDF=3.0), pero no se
observé nuevamente esporulacion; por otro lado, EH-503/3 mostraba una
esporulacién profusa, y se notaban conididforos practicamente en toda la superficie
de los insectos. EH-520/3 crecid mas despacio en comparacion con tos otros dos
aislados, y alcanzd el maximo del ICDF hasta las 60 h (Figura 26) , mostrando
también esporulacion profusa que continud hasta tas 72 h (Figura 27). Todas las

ninfas fueron incubadas hasta las 96 h (Figura 28) para seguir el proceso de
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infeccidn, y en este momento, 10s tres aislados mostraron una coionizaciéon completa

de la superficie del hospedante. Las ninfas tratadas con EH-503/3 mostraron grandes

alteraciones en |a cuticula, en algunos casos, perforaciones mayores; este fendmeno

no fue observado con los otros dos aislados, por o que dicho dano pudo atribuirse a

la accidn del aislado sobre |la cuticuia.

Tabla 8. indice de Crecimiento y Desarrollo Fungico de tres aislados de

Paecilomyces fumosoroseus.

Tiempo (h) EH-506/3 (+ DS) EH-503/3 (xDS) EH-520/3 (xDS)
0 0 0 0

6 0.5(+0.7)° 0(+0.14) 0(£0.9)

12 2.0(£0.3)° 0.5(+0.23) 0.5(+ 0.18)°

18 2.5(+0.13)° 1.5(+ 0.21 &b 0.5(x 0.15)

24 2.5(x0.1)° 2.0(+0.32) 1.0(£ 0.21)

36 2.5( 0.06)° 2.5(+0.18)" 1.5(+ 0.25)°

48 3.0(x 0.13)° 3.0(+ 0.16)° 2.0(+ 0.34)?

60 3.0( 0.08) 3.0(+ 0.09)° 3.0(£ 0.19)°

Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes entre si. En el analisis de
valor crilico de comparacién de rangos multiples de Tukey, l0s promedios gue comparten la misma

letra no son diferentes significativamente.,

Figura 19. Ninfa testigo en cuarto estadio.
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Figura 20. Ninfas de Trialeurodes vaporariorum y conidios de Paecilomyces fumosoroseus alas 0 h de
incubacién. a) Aspecto de las conidos de EH-506/3. b) Ninfa en cuarto estadio recién infectada con
EH-503/3. ¢} Conidios de EH-520/3, al ser depositadas sobre las ninfas.

l—_l = . 3 :
Figura 21. Ninfas de Triafeurodes vaporariorumn a las 12 h de incubacion con tres aisiados de
Paecilomyces fumoSoroseus. a) Hifas de EH-506/3 emergiendo de la ninfa, ICDF= 2. b} Tubos

germinales de EH-503/3 alcanzando la ninfa a 1as 12 h de incubacion (ICDF=0.5). ¢} Conidios de EH-
520/3 con uno o varios tubos germinaies, ICDF=0.5.
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Figura 22. Ninfas de Trialeurodes vaporariorum a las 18 h de incubacion con tres aislados de
Paecilomyces furmnosoroseus. a) Hifas de EH-506/3 emergiendo de la ninfa, con conidioforos y
conidios {ICDF= 2.0 y 2.5, respectivamente). b ) Tubos germinales de EH-503/3 en contacto con la
ninfa a las 18 h de incubacion (ICDF=1.5). ¢) EH-520/3 con uno o varios tubos germinales, ICDF=0.5.
d) Conididforos de EH-506/3 ampliados.

Figura 23. Ninfas de Trialeurodes vaporariorum & las 24 h de incubacidon con tres aislados de
Paecilomyces fumosoroseus. a} y h ) Ninfa con crecimiento micelial de EH-506/3y EH-503/3
respeclivamente, dentro y en su superficie {ICOF=2.0) a las 24 h de incubacién. ¢} EH-520/3 con un
crecimiento de tubos germinales y presencia de hifas, ICDF=1
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Figura 24. Ninfas de Trialeurodes vaporariorum a las 36 h de incubacidn con tres aislados de
PFaecilomyces fumosoroseus. a) Esporulacion completa de EH-506/3 en Ja ninfa a las 36 h de
incubacién (ICDF= 3.0} b) Ninfa cubierta por completo de micelio de EH-503/3 a las 36 h de
incubacion (ICDF=2.5). ¢) Tubos germinales de EH-520/3 haciendo contacto con la ninfa de mosguita
btanca (ICDF=1.5) d) Conidiéforo de EH-506/3 ampliado, seialado en la figura a con un circulo.

Figura 25. Ninfas de Trialeurodes vaporariorurn a las 48 h de incubacion con tres aislados de
Paecilomyces fumoscoroseus. a) Ninfa completamente esporulada con EH-506/3 (ICDF= 3.0). b)
Aspecto de la ninfa a [as 48 h de incubacién con EH-503/3 (ICDF= 3.0). La flecha sefiala el dafio
cuticular producide presumiblemente por las quitinasas del hongo. ¢) crecimiento micelial de EH-520/3
dentro y sobre la superficie de la ninfa {(ICDF= 2.0).



Figura 26. Ninfas de Trialeurodes vaporariorum a las 80 h de incubacién con tres aislados de
Paecilomyces fumosoroseus. Aspecto de las ninfas a las 80 h de incubacion con los tres aislados a)

EH-506/3, b) EH-503/3. c) EH-520/3, hasta este momento se alcanz6 el ICDF de 3.0. dy Conidiéforo
de EH-520/3 ampliado.

Figura 27. Ninfas de Traleurodes vaporariorum a las 72 h de incubacion con tres aislados de
Paecifomyces fumosoroseus. a) EH-508/3, b)EH-503/3. El circulo sefiata el hueco en la cuticula
provocado por la accion del hongo. ¢) EH-520/3, d) Conididéforo ampliado de EH-520/3.
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Figura 28. Aspecto de las ninfas a las 96 h de incubacién con los tres aislados a) Conidicforo de EH-
£06/3 emergiendo de la ninfa. bYEH-503/3. La flecha sefiala el hueco de [a cuticula provocado por la
accion del hongo. ¢) Micelio de EH-520/3.

Microscopia electrénica de barrido (MEB})

ta MEB mostrd que los conidios de ambos aislados de P. fumosoroseus son
capaces de adherirse en cualquier tipo de la superficie de la ninfa, especialmente en
la zona del raquis y del orificio vasiforme. En general, EH-506/3 mostré menos
crecimiento micelial, pero un dano cuticular mas severo en la vecindad de las
estructuras fungicas, comparado con EH-520/3.

La figura 29 muestra una ninfa testigo, que permanecio con su forma intacta y
sin dario cuticular después de la manipulacion. En las ninfas testigo, no se observo
crecimiento fungico, casi todos los insectos de este lote experimental alcanzaron el
ultimo estadio de desarrollo {ninfa cuatro en subestadio tres).

Todas las ninfas tratadas con EH-506/3 y EH-520/3 mostraron senales de
infeccion. En la mayoria de los casos, un solo tubo germinal emergié de cada conidio
y se alejo cierta distancia del mismo antes de penetrar. A las 0 h, los conidios de EH-
506/3 y EH-520/3 (Figuras 30 a 32) fueron encontrados en la superficie de la ninfa, y
cerca del orificio vasiforme del insecto. Se observd también la microbiota natural de

la ninfa (bacterias). Los conidios adheridos de EH-506/3 fueron mas abundantes



comparados con EH-520/3. A las 6 h (Figuras 33 a 35), los conidios de los dos
aislados mostraron una matriz extracelular que aparentemente les did una mayor
capacidad de adherencia. Las ninfas tratadas con EH-520/3 mostraron una mayor
cantidad de matriz, aun lejos de los conidios, en la zona del orificio vasiforme. Dicha
matriz contenia pequefas piezas de la cuticula que ya habia sido degradada.
También pudieron observarse conidios que habian comenzado a germinar. Las
ninfas tratadas con EH-506/3, mostraron un gran dano cuticular en el area cercana al
sitio donde fueron depositados los conidios. Asimismo, a las 6 h, las ninfas tratadas
con EH-520/3 mostraron también dano cuticular, pero mencs severo que el mostrado
por las ninfas tratadas con EH-506/3. Para las 12 h, las ninfas tratadas con EH-506/3
(Figura 36) continuaron mostrando dafio cuticular, e incluso huecos en |la superficie
de la ninfa, la cual estaba cubierta por una matriz extracelular, producida
probablemente por este aislado, asi como una gran cantidad de desechos cuticulares
depositados en la superficie de |la ninfa. El desarrollo de las hifas continud y fue mas
rapido y denso gue el observado para EH-520/3.

A las 12 h, EH-520/3 (Figura 37-40) formé estructuras en la punta de las hifas
que eran morfoldégicamente semejantes a los apresorios. Esas estructuras fueron
observadas principalmente cuando las hifas se desarrollaron en el raquis, donde la
cuticula cercana a las hifas y a los apresorios estaba acompanada con una delgada
matriz extracelular. En esa misma zona, se observé que los tubos germinales
estaban orientados hacia huecos de la cuticula. Una capa mucilaginosa fue
observada en la cercania de las hifas y de las estructuras parecidas a apresiorios, a

tas 12 h de incubacion con EH-520/3. También se observd la penetracidon de la
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cuticula y una zona ligeramente mas clara rodeando el apresorio. A las 18 h, EH-
506/3 mostro crecimiento micelial y conidios con tubos germinales largos, embebidos
en una matriz mucilaginosa {(Figura 41). También se observo crecimiento hifal de EH-
520/3 (Figura 42 y 43) hacia el orificio vasiforme, y penetracion de las hifas a través
de dicha area. En algunos casos pudo observarse la penetracidn directa de la
cuticula sin estructuras semejantes a apresorios. Una matriz mucilaginosa también
se observo cubriendo las hifas. A las 24 h, las hifas y los apresorios de EH-506/3
(Figura 44) aparentemente penetraron a través de ia zona del orificio vasiforme. Las
ninfas tratadas con EH-520/3 (Figura 45) mostraron un crecimiento hifal denso,
cubierto con la misma matriz mucilaginosa de |a superficie de la ninfa. En la zona del
orificio vasiforme se observaron apresorios bien desarrollados, asi como hifas
penetrantes, asi como fialides en la punta de fas hifas de ambos aislados.

A las 48 h, las ninfas tratadas con EH-506/3, estaban densamente colonizadas
con micelio, debajo del cual, podia verse una matriz mucilaginosa delgada, asi como
dafio y huecos en la cuticula. Interesantemente, pudo observarse la produccion de
conidios (Figura 48).

El' mismo tipo de crecimiento se observd con EH-520/3. A las 60 h, los
aislados habian completado su ciclo de vida y el hongo habia emergido de los

cadaveres de las ninfas.




Figura 30 . Conidios de EH-506/3 a 0 h de incubacion sobre la zona del raquis.

Orificio
vasiforme

Raquis
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Figura 32. Conidios de EH-520/3 a 0 h de incubacién. Los conidios se encuentran en ia zona del
orificio vasiforme. La flecha sefiala su posicidn exacta.

Figura 33. Conidios de EH-506/3 a las 6 h de incubacion. Obsérvese una gran cantidad de conidios,
presumibiemente adheridos ya a la cuticula (en el circulo).
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Figura 34. Conidios de EH-520/3 a las 6 h de incubacion. La flecha sefiala una ligera capa de
mucilago adyacente a los conidios.

Figura 35 . Deafo cuticular provocade por EH-520/3 a las 6 h de incubacion. La flecha sefiala huecos
producidos presumiblemente por 1as enzimas del hongo. El circulo muestra la capa mucilaginosa
producida por el hongo.
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Figura 36. Daiio cuticular provocado por EH-506/3 a las 6 h de incubacién. Las estructuras fungicas
no son visibles, con excepcion del apresonio sefalado con la flecha azul. Sin embargo, puede
observarse la presencia de una capa de mucilage (circulo), asi como huecos (flecha en blanco),
presumiblemente provocados por la accién enzimatica.
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Figura 37. Estructura de EH-520/3 que semeja un apresorio a fas 12 h de incubacidn. El apresoirio se
form¢é un pliegue de la zona del raquis.
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Figura. 38. Hifa de EH-520/3 dirigiéndose hacia un hueco de la cuticula a fas 12 h de incubacitn. La
flecha sefiala el hueco. El clrculo sefiala un dafio cuticular aparentemente producido por el hongo.

Figura 39. Matriz mucilaginosa que cubre a hifas de EH-520/3 a las 12 h de incubacién. El recuadro
sefala la hifa cubierta de la matriz, as! como una extension de ésta sobre la cuticula def insecto,
relativamente lejana de la estructura filngica.
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Figura 40. Crecimiento micelial de EH-506/3 a las 18 h de incubacién. Observése la penetracién del
hongo a traces de! orificio vasiforme (flecha}.

las hifas. o, ‘
Figura 42. Hifas de EH-506/3 penetrando directamente la cuticula a las 24 h de incubacion. Ef circulo
sefiala el sitio donde una hifa esta penetrando.
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Figura. 43. Crecimiento de EH-506/3 a fraves del orificio vasiforme a las 24 h de incubacién. El ciruclo
seftala una estructura semejante a una fialide.

Figura 44. Crecimiento de EH-520/3 a traves del onficio vasiforme a las 24 h de incubacién. La flecha
sefiala una estructura semejante a una fialide.

Figura 45. Crecimiento de EH-520/3 en la superficie de la ninfa a las 24 h de incubacion. Obsérvese la
orientacién de las hifas hacia ta superficie de la ninfa
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Figura 46. EH-506/3 creciendo en la superficie de la ninfa a 48 h de incubacion. Obsérvense los
huecos y la presencia de mucilago sobre la cuticula. Sabre el micelio pueden conidios desprendidos

Microscopia electréonica de Transmision (MET)

Se corroborod la unidén al anticuerpo monoclonal contra la agiutinina de germen
de trigo, al hacer ensayos de DOT ELISA y obtener resultados positivos al reaccionar
el anticuerpo con avidina-peroxidasa y no obtener reaccién con las proteinas de
referencia utilizadas. El anticuerpo entonces se utilizé para detectar las quitinasas de
EH-506/3.

A las 6 h de incubacién, el hongo habia penetrado la pared de la ninfa (Figura
47-51), y se pudo observar claramente la presencia de hifas que estaban mas alla de
la pared de la mosquita (figura 49), asi como estructuras esféricas, probablemente
blastosporas en el tejido de la ninfa. Sin embargo, no se observé una gran cantidad

de marcas de oro coloidal que seflalaran la quitinasa.
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Figura 47. Penetracitn de EH-506/3 a las 6 h de incubacion. Obsérvese fa estructura fingica

adyacente a |a pared de |a ninfa.
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Figura 48. EH-506/3 penetrando a la ninfa a las 6 h. Las flechas sefalan el sitio de unién del
anticuerpo biotinitado con fa quitinasa. Las puntas de las flechas seflalan estucturas fiingicas cercanas
a la cavidad de la ninfa.
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Figura 49. Corte transversal de las estructuras fingicas de EH-506/3 penetrando a ninfa de mosquita
blanca. Las flechas sefialan las estructuras que ya han pasado I8 pared de Ia ninfa.

Figura 50. Hifa de EH-506/3 penstrando la cuticula de 7. vaporariorum. Ei mayor contraste observado
puade ser indicador del dafie de la pared de la ninfa provocado por la penetracién del hongo.
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Figura 51. Aspecto de las hifas t:.ie EH-506/3 penetrando la- mosguita blanca a las 6 h de incubacion.
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DISCUSION

Debido a que es la primera vez que se determinan proteasas tipo tripsina (Pr1)
y tipo subtilisina (Pr2) en P. fumosoroseus (Castellanos-Moguel et al., 2006), se
tuvieron que adaptar y modificar las condicicnes de medicién de estas enzimas
descritas para otros hongos entomopatogenos, en especial para M. anisopliae
(Gillespie et al., 1998).

La actividad proteolitica total se detectd por el método de la azocaseina
(Sarath et al., 1989), ya que este es un método colorimétrico que permitid detectar la
presencia de cualquier tipo de proteasas en el sobrenadante del cultivo. Este
método, por tener su maxima absorbencia a los 440 nm, no mostrd interferencias
causadas por compuestos que pudiera haber producido el hongo al mismo tiempo,
como la toxina beauvericina (Kleinkauf y van Déren, 1987).

Se tomaron muestras cada 6 h durante las primeras 24 h del experimento,
debido a que en la literatura consultada (St. Leger et al., 1987), se menciona que las
primeras horas de cultivo es el momento en el que aparecen las proteasas en el
sobrenadante, posteriormente, las muestras se espaciaron a cada 12 h hasta las 96,
y a partir de ese momento, se tomaron cada 24 h, debido a que no se detectaba una
actividad proteolitica alta. Durante las primeras 96 h, dicha actividad se mantuvo mas
0 menos constante para los tres aislados y oscildo entre tas 3 y 10 UP/ml. Esta
actividad relativamente baja, pudo deberse a los componentes del medio de cultivo,
ya que las proteasas de M. anisopliae estan sujetas a la represior por la cantidad de

nitrégeno presente en el medio de cultivo (Paterson et a/ 1993, 1994a y 1994b). Por
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otra parte, las proteasas extracelulares de ciertos hongos, se producen tardiamente,
como lo sefala Lépez-Liorca (1990} para V. suchlasporium, el cual produce
proteasas alcalinas con un maximo de actividad a los 12-14 dias de incubacion.

Debido a que en la bibliografia consultada no se encontré una técnica para
medir la actividad de Pr1 y Pr2 especificamente en P. fumosoroseus, se monto ia
tecnica de acuerdo a lo propuesto por Gillespie et a/. (1998) para la Pr1y Pr2 de M.
anisopliae. El montaje de la técnica se realizé con un solo aislado, EH-506/3, ya que
presentd la actividad de proteasas totales mas répidamente. Se hicieron algunas
modificaciones, como el uso de Tris en la mezcla de reaccién de la determinacion de
la actividad, ya que las propiedades de las enzimas que degradan la cuticula pueden
no ser las éptimas para todos l0s hospedantes o medios donde se estan produciendo
(Gillespie et al., 1998). La actividad de Pr1 y Pr2 también es sensible a los cambios
de pH, ya gque M. anisopliae presenta disminuciones de actividad enzimatica
conforme el pH baja (St. Leger ef al, 1998), de ahi la importancia de elegir el
amortiguador mas adecuado para determinar la actividad de P. fumosoroseus.

Los resultados obtenidos de las dos composiciones de la mezcla de reaccion
(con Tris y Tris-HCI), mostraron una mayor actividad cuando la enzima estuvo en
presencia de Tris, por lo que se decidié utilizar dicho amortiguador para las
determinaciones de Pr1 y Pr2 con los tres aislados.

Otro parametro que se modifico ligeramente fue el tiempo de incubacion de la
mezcla de reaccion de la enzima, ya que se midié la actividad de Pr1 cada min

durante 5 y a partir de ese tiempo, se decidi6 que el mas adecuado fue 1 min, ya que
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se obtuvo la mayor actividad. El tiempo de incubacidon obtenido para F.
fumosoroseus es semejante al observado para M. anisopliae (Gillespie et al., 1998).

Las actividades enzimaticas de Pr1 que se obtuvieron con los dos reguladores
y con los diversos tiempos de incubacidon, se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA), y a una comparaciéon de medias, pero sin embargo, estadisticamente no
hubo una diferencia significativa, por lo que se compararon los resultados de los
estudios cinéticos para cada caso. De acuerdo con esto, se decidid utilizar regulador
Tris y establecer en 1 min el tiempo de incubacién de la reaccion, para entonces
trabajar con los otros dos aislados EH-503/3 y EH-520/3.

La actividad de Pr1 cbservada en el presente estudio, tuvo actividad contra
caseina. Dicha actividad se presentd después de las 96 h, probablemente por la
rigueza del medio. En M. anisopliae, se ha detectado la actividad de Pr1, y se le ha
descrito como una buena proteasa general con actividad contra un espectro amplio
de proteinas, tales como caseina, elastina, albumina sérica bovina, colageno vy las
proteinas presentes en la cuticula de los insectos (Braga et al.,, 1994). Peptidasas
analogas han sido encontradas en filtrados de cultivo de B. bassiana, V. lecanii, N.
nfeyi y A. aleyrodis (Charnley y St Leger, 1991, Bidochka ef a/., 1999).

Las actividades obtenidas en el estudio cinético de Pr1, sugieren que es una
enzima inducible. La aparicion tardia sugiere una represion por todos los productos
nitrogenados (peptona y extracto de levadura) presentes en el medio de cultivo
(Paterson et a/. 1993, 1994a y 1994b). En M. anisopliae, se ha descrito a Pr1 como
una enzima inducible, con un mecanismo de represién-induccion por carbono y

nitrébgeno (Screen et al., 1997).
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Las altas y bajas de actividad enzimatica observadas en este estudio, podrian
deberse a que se detectd actividad simultanea de iscenzimas. Pr1 de M. anisophae
ocurre como multiples isoenzimas (Joshi et al., 1997, St. Leger et al., 1994); se han
identificado a la fecha once genes que codifican para isoformas de Pr1 (Pr1A- Pr1J,
Pr1G-K) (Freimoser et al,, 2003), los cuales han sido detectados en una base de
datos de "Expressed Sequence Tag” (EST), indicando que todos son expresados y
presumiblemente funcionales. La presencia de un numero excepcionalmente grande
de isoenzimas de subtilisina esta presumibiemente relacionado a la patogenicidad de
M. anisopliae. Segun Shimizu et al. (1993), el mecanismo de regulacion de proteasas
de B. bassiana es desencadenado por los mismos componentes cuticutares del
insecto, ya que la produccion de proteasas disminuye cuando la proteina cuticular ha
sido degradada y la quitina ha quedado al descubierto. Es entonces cuando esta
ultima actua como un inductor para las quitinasas, las cuales comienzan a producirse
en mayor cantidad.

Probablemente las diferentes actividades enzimaticas reflejan la actividad
conjunta de diferentes isoformas, algunas de |las cuales pueden estar apareciendo y
desapareciendo conforme el hongo va degradando el sustrato {(St. Leger et af., 1987;
Chul-Kang et al, 1998). Las subtilisinas de amplio espectro son las principales
proteinas producidas por M. anisopliae y otras entomopatoégenos durante la infeccion
y la degradacion de la cuticula de los insectos (St. Leger, 1995).

En el presente estudio se observd una produccion caracteristica de Pr1 para
cada uno de los aislados, reflejando variacion intraespecifica, la cual podria estar

asociada con diferencias adaptativas, como ha sido senalado para otros
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entomopatogenos (St Leger et al, 1987, Bidochka y Khachatourians, 1994,
Freimoser et af., 2003). En un estudio previo de caracterizacion genotipica, con
aislados de México y cepas de referencia de P. fumosoroseus, se observd que los
primeros se relacionaron formando un solo grupo, no obstante, entre ellos mostraron
una gran variabilidad genotipica {(Cavallazi-Vargas, 2002), lo que apoya la variacion
intraespecifica observada en nuestro estudio.

Los tres aislados estudiados también mostraron actividad de Pr2, sin embargo,
la actividad, cuando se comparé con la de Pr1, fue mucho mas baja y relativamente
constante durante el ensayoc. Los resultades sugieren que Pr2 es una enzima
constitutiva, ya que a pesar de la gran cantidad de compuestos nitrogenados en el
medio, no presentd una aparente represion de actividad, ni un aumento de la misma.

Una actividad baja y constante de Pr2 ha sido reportada para M. flavoviride
cultivado en medio mineral con cuticula de langosta (Rhammatocerus schicercoides)
0 caseina, por Silva-Pinto et al. (2002). Se ha sefialado que Pr2 es una enzima
constitutiva pero reprimible en M. anisopfiae dependiendo de los niveles de carbono y
nitrégenc del medio de cultivo (Paterson et a/., 1993) y probablemente también lo
sea en P. fumosoroseus. La actividad de Pr2 en el presente estudio, se detecté en un
medio con caseina. La tripsina Pr2 de M. amsopliae tiene gran actividad contra
proteinas cuticulares solubilizadas y caseina (St. Leger et al., 1987). Estas enzimas
podrian estar involucradas en los mecanismos de control celular como la
diferenciacion, catalizando procesos proteoliticos especificos de activacion e
inactivacion, y esta aparentemente regulada por el nitrogeno presente en el medio de

cultivo (Paterson et af, 1993). Esa regulacién por nitrégeno podria explicar los bajos
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niveles de enzima observados en P. furnosoroseus. Sin embargo, probablemente
esté menos sujeta que Pr1 a la represion por catabolitos ya que Charnley (2003),
sefiala que Pr2 quizas no tenga un papel preponderante en la penetracion fungica,
aungue podria complementar la accion de Pr1, proveyendo péptidos para la nutricion
(Paterson ef af., 1993).

Las quitinasas de nuestro estudio se produjeron en medio sintético con quitina
coloidal tefnida con azul brillante de remazol, por 10 que pudo medirse la actividad
directamente a partir de los sobrenadantes colectados. La actividad de quitinasas
observada, difiere de la actividad obtenida en estudios previos para estos mismos
aislados (Castellanos-Moguel ef al., 2001a y 2001b). Dicha variacion puede atribuirse
a que los aislados fueron cultivados previamente en medio sintético con agar
adicionado con chapulin molido (Orthoptera: Acrididae) al 1 0 2% antes de la siembra
en medio de glucosa Sabouraud para la obtencion de los conidios que se utilizaron
para los estudio cineticos, tanto de proteasas como de quitinasas. La maxima
actividad de quitinasas de los tres aislados fue observada después de las 168 h, lo
cual coincide con Chul-Kang ef al. (1998), que sefalan que las quitinasas se
producen en la Ultima fase del crecimiento en cultivo sumergido. Se detectd un
minimo de actividad de quitinasas en el momento en que los matraces se sembraron
con los conidios de EH-506/3, lo que podria sefalar una actividad de dichas enzimas
en los conidios. Este hecho ya ha sido reportada en conidios y conidios con tubos
germinales de B. bassiana, M, anisopliae y N. rileyi (Smith y Grula, 1983; Coudron ef

al, 1984).
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El estudio cinético de las gquitinasas de P. fumosoroseus sugiere gue son
enzimas inducibles por los componentes de! medio, especificamente la quitina,
mencionado también en M. anisopliae (Barreto et al., 2004). Krieger de Moraes et al.
(2003) realizaron experimentos de induccion de quitinasas con diversos sustratos y
sefialaron gue la N-acetilglucosamina es el inductor especifico para las quitinasas de
M. anisopliae. Garcia-Juarez et al. (1999), sefialan que V. lecanii produce una mayor
cantidad de N-acetil-B-glucosaminidasas que otras enzimas, cuantificadas con
APIZYM, tas cuales tambien podrian estar presentes en otros entomopatogenos
como P. fumosoroseus. Cohen-Kupiec y Chet (1998) obtuvieron quitinasas de
Trichoderma cuando fo cultivaron en medio con quitina como inductor.

Ademas del estudio de actividades enzimaticas especificas de P
fumosoroseus, también se investigd al mismo tiempo la transicion conidio-
blastospora en dos medios de cultivo. medio H adicionado con caseina al 1% vy
medio sintetico con quitina coloidal. En ambos medios de cultivo, se observo la
aparicion de blastosporas tipicas, asi como de cuerpos hifales antes de 96 h de
incubacion. Las blastosporas ya habian sido obtenidas por otros autores para P.
fumosoroseus. En diversos articulos, se sefala |la aparicion de blastosporas durante
las primeras 96 h de cultivo (Vidal et al., 1998, Vega ef a/l., 1999; Altre y Vandenberg,
2001, Jackson et af., 2003, Vega et al., 2003). Sin embargo, en este trabajo, se
describtd con detalle el tiempo de aparicion de los diversos propagulos, asi como las

diferencias observadas entre aislados de distinta virulencia de la misma especie.
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P fumosoroseus ha sido descrito como un hongo que puede crecer y
esporular en una gran cantidad de fuentes de carbono y de nitrageno (Cliquet y
Jackson, 1999). En el presente estudio, las blastosporas fueron obtenidas en un
medio rico (H), con sacarosa y glucosa, y varias fuentes de nitrégeno, tales como
caseina, peptona y extracto de levadura. Sandoval-Coronado et al (2001),
encontraron una cantidad similar de blastosporas (5 x 10" a las 72 h) a las
encontradas por nosotros con la cepa 612 de P. fumosoroseus en un medio
suplementado con glucosa, peptona y extracto de levadura. Prerenova (1995) sefnala
gue el medio optimo para la germinacion de P. farinosus, contiene peptona. Jackson
et al. (2003) obtuvieron grandes cantidades (6.0 x 10°) de blastosporas de P.
fumosoroseus resistentes a la desecacion en un fermentador con un medio gue
contenia caseina. Issaly ef al. (2005) observaron grandes cantidades de blastosporas
de M. flavovinide (1-5.4 x 10° blastosporas/ml) usando una elevada concentracién de
nitrogeno y baja de carbono en el medio de cultivo.

=n nuestro estudio también se obtuvo una produccion de propagulos en un
medio rico, que asemeja las condiciones nutrimentales que encuentra el hongo
cuando entra en contacto con la cuticula del insecto, esto es, el medio sintético con
quitina coloidal. En este medio se observaron ademas de las blastosporas, cuerpos
hifales. A la fecha, no se conoce un reporte de estructuras levaduriformes en medios
de cuitivo con cuticula de insecto o quitina coloidal. Con los tres aislados (EH-506/3,
EH-503/3 y EH-520/3) en medio sintético con quitina coloidal, se observé un cambio
de forma en menos tiempo que en medio H, lo cual probablemente se deba a Ia

quitina coloidal ya que la cantidad de carbonoc y nitrégeno es semejante a la que

106



contiene |a cuticula de los insectos. Es probabie que este rapido cambio dimorfico
sea inducido por la presencia de ciertos compuestos derivados de |a quitina coloidal
a partir de la esteritizacion, como por ejemplo, oligémeros de quitina producidos por
el tratamiento térmico, ya que se ha demostrado que M. anisopliae requiere
nutrimentos solubles en agua provenientes de la cuticula de! hospedante para
germinar y desarrollarse {(Wangy St. Leger, 1995). Braga et a/. (1999) sefalan que ia
N-acetilglucosamina acelera la germinacion del hongo. Ei réapido cambio de forma en
medio con quitina, podria ser explicado también porque la formacidn de blastosporas
no siempre es dependiente del agotamiento de [os nutrimentos, sino de la cantidad
de nitrégeno en el medio (Jackson et al., 1997). Esto pudo ser observado en el
presente estudio, ya que en medio H con caseina hubo crecimiento de tubos
germinales y luego de la aparicion de los mismos, comenzaron a observarse las
blastosporas. En cambio, en el medio sintético con quitina, se observo una transicién
mas rapida. Daigle ef af. (1998) obtuvieron blastosporas tipicas en 3 dias, al incubar
P. fumosoroseus en un medio basal de sales con glucosa y casaminoacidos. En
nuestro estudio, se usd también un medio de sales, pero 10 que aparentemente
indujo la transicion rapida fue la presencia de la quitina coloidal. Utilizando este
medio se observo que el aislado mas virulento EH-506/3 fue el que mostrd la mayor
rapidez en la transicidn a blastosporas, seguido por los aislados de mediana y baja
virulencia. Esa relacidn entre rapidez de transicion y virulencia ha sido observada en
el hongo dimorfico patégeno de humanos Histoplasma capsulatum, Las cepas de
este hongo de alta y mediana virulencia expresan el gen yps3 que les permite

adaptarse a aumentos de temperatura cambiando répidamente de forma (Keath et
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al, 1989). En M. anisopliae, se han senalado varics factores nutrimentales que
influyen para una rapida germinacién, y dichos factores dependen del insecto del
cual fue obtenida la cepa (St. Leger ef al., 1994).

P. fumosoroseus tiene una gran plasticidad fenotipica (Vandenberg y Cantone,
2004) reflejada en las diversas formas obtenidas en cultivo in vifro. Se ha
demostrado que M. anisopliae, cuando se cultiva en un medio de sales con gelatina,
tiene un aumento en la produccion de proteasas extracelulares conforme se produce
micelio aéreo y la produccion de las enzimas proteoliticas disminuye conforme
aumenta la concentracion de blastosporas (Bidochka y Melzer, 2000). Esto podria
explicar nuestras observaciones, ya que la produccidon de blastosporas se realizd de
manera simultanea en medios donde se estudiaron las enzimas extracelulares, y
durante las primeras 96 h de cultivo en medio H con caseina, se observo una gran
cantidad de biastosporas, pero [a actividad enzimatica permaneciod baja. Al comenzar
a aumentar las pelotillas de micelio, se observo también un aumento en la actividad,
tanto de proteasas totales, como de Pr1 y Pr2. En el medio de quitina coloidal, se
observé un fenomeno parecido, ya gque la mayor cantidad de blastosporas se
obtuvieron dentro de las primeras 72 h de cultivo, y las enzimas alcanzaron su
maxima actividad hasta las 312 h.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la transicion dimérfica de aislados
de P. fumosoroseus de México, se sugiere que la germinacion de los conidios es
seguida de la formacion de tubos germinales o produccidn directa de blastosporas. A
partir de los tubos germinales, se producen blastosporas y cuerpos hifales, los cuales

a su vez, dan origen a nuevos cuerpos hifales o a conidios sumergidos (Figura 18).
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Dichos conidios sumergidos y blastosporas originan hifas que se agrupan en
pelotillas de micelio, o bien, pueden formarse también blastosporas directamente de
los conidios. Este modelo corresponde al propuesto por Fargues et al. (1994), donde
proponen gue la germinaciéon de los conidios tiene tres pasos: pregerminacion,
hinchamiento y emergencia de uno o varios tubos germinales, y éstos, varian
fuertemente dependiendo de las condiciones ambientales, ya que la diferenciacion
vegetativa de un tubo germinal podria consistir en el crecimiento micelial en forma de
hifas, o la multiplicacion celular por gemacion, o llevar a la formacion de conidios por
conidiacion microciclica.

En cuanto al tamario y forma de las blastosporas obtenidas, la relacion largo-
ancho de los propagulos de EH-506/3 y EH-503/3 entre las 36 y 96 h en los dos
medios de cultivo probados, y para EH-520/3 entre las 48 y 96 h, también en ambos
medios, fueron similares a los diametros modales obtenidos por Vidal ef a/. (1998),
usando medio Goral (4.28 mm) a las 96 h, y medio Jackson, Catroux y Paris (6.07
mm) a las 48 h.

Otro parametro de singular relevancia en los hongos entomopatégenos es la
virulencia de los aislados hacia el insecto plaga (Vidal et a/., 1999), ya que incide
directamente en su control.

Los tres aislados probados mostraron ser virulentos contra la mosquita blanca
en este estudio, el ICDF permitid la observacion de la induccion del crecimiento
fungico por las ninfas, como lo observaron Landa et a/. (1994) para P. fumosoroseus
cuando infectd a Bemisia argentifolii Los conidios de EH-506/3, EH-503/3 y EH-

52013 fueron capaces de adherirse a la cuticula del insecto, germinar y producir una
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infeccion. Los valores mas altos del ICDF alcanzados en diferentes tiempos,
mostraron variaciones en la virulencia entre los aislados estudiados. Con base en los
resultados pudo determinarse que el aislado mas virulento fue EH-506/3 ya que
alcanzd el ICDF mas alto en menor tiempo. Los valores del ICDF, asi como valores
previos de Clsy (Castellanos-Moguel et a/, 2001b) lo confirmaron. El aislado que
siguio en virulencia fue EH-503/3 y por ultimo EH-520/3. Entre las 6 y 96 h, los tres
aisiados se adhirieron, germinaron, penetraron las ninfas y posteriormente
esporularon en su superficie. Este desarrollo es mas rapido gue aquel sefalado por
Landa ef al. (1994) para P. fumosoroseus colonizando B. argentifolii, y el de Askary y
Brodeur (1999) para V. fecanii creciendo en el afido Marcrosiphum euphorbiae. Para
P. furmosoroseus se han observado tiempos letales medios de hasta 240 h cuando
infecta Boophilus annulatus (Gindin ef al., 2001). Se observaron diferencias entre el
ICDF obtenido por nosotros y el ICDF obtenido por otros autcres. V. lecanii
infectando mosquita blanca, alcanzé un indice de 2 (Garcia-Juarez ef a/., 1999) a las
48 h de incubacidon, en el presente estudio EH-506/3, el aislado mas virulento,
presentd ese mismo valor (2) a las 18 h. Las variaciones en virulencia pueden
deberse a muchos factores, tanto del entomopatogeno, como por la fisiologia del
insecto (Jaramillo y Borgemeister, 2005) y su estado nutrimental (Tefera y Pringle,
2003).

La infeccion de las ninfas con el aislado EH-506/3 presentd poca produccion
micelial, lo que de acuerdo con Vey ef al. (2001) sugiere la intervencion de toxinas,

como la beauvericina 0 beauverclido. Después de la muerte del hospedante, el
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hongo crece abundantemente en ia superficie del insecto, {o que sugiere entonces un
crecimiento de tipo saprobio (Charnley, 2003).

Las ninfas infectadas con EH-503/3 mostraron un crecimiento micelial mas
abundante en comparacion con EH-506/3. A las 36 h de la infeccion, |a cuticula ninfal
estaba severamente deformada, y a las 96 h, estaba completamente destruida con el
aislado EH-503/3. Este aisfado posee una alta produccidon de quitinasas
{Castellanos-Moguel et al.,, 2001a), lo gque sugiere una hidrdlisis enzimatica
(Charnley, 2003). Ademas de las proteasas, las quitinasas también han sido
implicadas como determinantes de patogenicidad en hongos que atacan insectos.
Por ejemplo, cepas hiperproductoras de quitinasa de B. bassiana y FP. fumosoroseus
han aumentado su virulencia hasta en 50% (Gupta et a/, 1994; Resi-Bogo et al,
1998, Hernandez-Torres ef af., 2004; Fang et al., 2005). Las ninfas infectadas con los
otros dos aislados no mostraron deformaciones cuticulares tan notorias. El aislado
EH-520/3 de menor virulencia, se desarrolld muy despacio en comparacion con los
otros dos aislados, sin embargo, su esporulacién en la cuticula ninfal fue muy
abundante. Wang ef al. (2003) han propuesto dos estrategias de virulencia para M.
anisopliae. La primera, en la cual existe un crecimiento limitado del hongo, pero gran
produccion de toxinas que desencadenan la muerte del hospedante. La segunda,
con crecimiento fungico muy copioso, provocando un rompimiento de |la homeostasis
por deficiencia de nutrimentos que desencadena la muerte del hospedante. En
nuestro estudio se observ® un patron similar, el aislado virulento EH-506/3 no
presento un crecimiento abundante en la ninfa, lo que sugiere que presenta la primer

estrategia de virulencia (produccion de toxinas). En cambio, los aislados EH-503/3 y
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EH-520/3, de menor virulencia, tienen un crecimiento micelial mas abundante, 1o que
sugiere la segunda estrategia de virulencia (crecimiento invasivo} de Wang et al.
(2003).

La virulencia de los tres aislados por ICDF sefala una marcada variabilidad
intraespecifica. Se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre aislados,
contrastando con |os resultados de Poprawski y Jones (2000), donde no encontraron
diferencia intraespecifica estadisticamente significativa entre aislados de P.
fumosaoroseus al infectar B. argentifolii.

El ensayo de ICDF permitié seleccionar los tiempos optimos para el estudio de
la interaccion hongo/hospedante por microscopia electronica de barrido (MEB) de los
dos aislados probados: EH-506/3, muy virulento y con una rapida muerte de la ninfa
y EH-520/3, baja virulencia y lenta colonizacidon de {a ninfa.

En otros entomopatégenos como Enfomophaga maimaga, Paecilomyces,
Tolypacladium, Metarhizium y Verticilium {Jeffs et al., 1999), se ha observado que la
interacciéon conidio-hospedante podria involucrar un complejo de mecanismos de
reconocimiento especificos, i.e. glicoproteinas, interacciones ligando-receptor (por
ejemplo lectinas) y no especificos, i.e. electrostaticos o hidrofébicos, fuerzas de Van
de Waals (Cotter y Kavanagh, 2000; Doyle, 2000). En hongos patdgenos para el
hombre, la adherencia de los conidios a tejidos del hospedante esta estudiado como
un mecanismo importante en la patogenicidad. Las moléculas que intervienen en
este proceso han sido el objeto de estudio en varios hongos, como por ejemplo en
Aspergillus fumigatus y Candida albicans. En el primer hongo se han descrito dos

sistemas de adherencia, el primero corresponde a la unién de la laminina y el
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fibrindgeno, mediado por una lectina fungica especifica para acido sialico (27 kDa), el
segundo implica la interaccion entre dos polipeptidos de 23 y 30 kDa y la fibronectina
por su secuencia de tripéptidos Arg-Gly-Asp (Bouchara y Tronchin, 1999). Este
mecanismo también ha sido descrito para Candida albicans (Hostetter, 2000). Es
probable que mecanismos y moléculas analogas se encuentren presentes en la
adherencia de los conidios de los hongos entomopatégenos en el hospedante. En
nuestro estudio, a las O h de infeccion, los conidios de ambos aislados (EH-506/3 y
EH-503/3), mostrarcn una delgada matriz extracelular, la cual podria contener
moléculas proteicas que mediarian en Ja adhesion, dichas moleculas que confieren
cierta hidrofobicidad han sido descritas por Jeffs et a/. (1999) para conidios de P.
fannosus.

Las imagenes de MEB del aislado mas virulento EH-506/3, mostrande un
mayor numero de conidios sobre la superficie ninfal sugieren que éstos tuvieron una
mayor capacidad de adherencia, probabiemente mediada por moleculas
relacionadas con la adherencia. Boucias et al (1988) demostraron que los
componentes responsables de la interaccion hidrofobica para la adherencia del
conidic estan localizados a lo largo de la pared celular de los conidios que tienen
microfibrillas. Se ha demostrado con Beauvernia, Metarhizium, Paecilomyces,
Tolypocladium y Verticillium que la capa de microfibrillas esta formada principalmente
por hidrofobinas (Kamp y Bidochka, 2002). La adhesion de la espora influencia los
eventos de desarrollo subsecuentes manteniendo la espora en ta proximidad de ia

superficie del hospedante y la unidn parece a menudo ser requerida para la
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transmision de sefales morfogenéticas para la extension del tubo germinal y el
desarrollo de las estructuras de infeccion (Tucker y Talbot, 2001, Kennedy, 1990).

La interacciéon de los aislados de mayor (EH-506/3) y menor virulencia (EH-
520/3) con las ninfas también se observé en MEB. Las imagenes de MEB mostraron
amplias zonas de degradacion de la cuticula a las 6 h de incubacion con EH-506/3,
dichas zonas, probablemente fueron provocadas por la produccion de enzimas
extracelulares. Estas observaciones son congruentes con lo obtenido en nuestro
estudio, ya que in vitro, EH-506/3 produce la mayor cantidad de Pr1, enzima
determinante de patogenicidad (St. Leger, 1995). EH-506/3, también es el aislado
mas virulento, como se observo con el ICDF, ya que a las 18 h ya habia matado al
insecto. El fendmeno de dafo cuticular ha sido observado para huevecillos de
mosquita blanca tratados con P. fumosoroseus (Lacey et al.,, 1999), pero se presento
hasta las 48 h de incubacion. Gran dafio estructural sido observado para huevecillos
del nematodo Meloidogyne javanica, tratados con proteasas y quitinasas de P.
lifacinus (Khan et al,, 2004). En nuestro estudio, EH-506/3 provocé un intenso dafo
cuticular y una amplia zona de histolisis en comparacion con EH-520/3. Este darno
podria haber sido causado por esas enzimas, facilitando la penetracion fungica
(Charnley, 2003}, como lo sefalan St. Leger et al. (1987) para M. anisopliae cuando
penetra a Manduca sexta y Calliphora vomitona.

De acuerdo con todos 1os resultados obtenidos anteriormente, la microscopia
electronica de transmision (MET) con inmuno-oro se realizé con EH-506/3, por ser el
aislado mas virulento. Las observaciones sefialaron que no hubo una gran cantidad

de marcas de oro coloidal en la vecindad de las hifas, por lo que puede inferirse que
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no existe gran cantidad de quitinasas producidas in vivo en el momento de la
infeccion por este aislado. St. Leger et al. (1996b) demostraron que las quitinasas
son producidas en bajas cantidades por las estructuras de infeccion de M. anisopliae
en el proceso inicial de penetracion en M. sexta. La mencionada produccion de
quitinasas podria ser tomada como un indicador indirecto de la presencia de
proteasas, ya que es necesaria la accion de éstas para que la quitina cuticular sea
desenmascarada. Ademas, St. Leger et al (1987) senalan que Pr1 y Pr2 son
producidas en los sitios de infeccion de M. sexta y C. vomitoria. En nuestro estudio,
también se observé durante fa determinacion del ICDF, que el aislado EH-503/3, que
produce gran cantidad de quitinasas, provocé danos cuticutares muy extensos, e
incluso huecos en la superficie de la ninfa, visibles con microscopia de luz.

También con MEB se observd la formacion de estructuras semejantes a
apresorios en los pliegues del raquis y el orificio vasiforme de la ninfa, tanto para las
infectadas con EH-506/3, como con EH-520/3. La penetracion del hongo al insecto
es alcanzada, entre otros factores, con fuerza mecanica, ejercida con estructuras
especializadas tales como los apresorios, como ha sido propuesto para el
fitopatogeno Magnaporte grisea (Howard et al., 1991). En nuestro estudio, los dos
aislados (EH-506/3 y EH-520/3) mostraron un hinchamiento en la punta de las hifas,
gue se asemeja a los apresorios por la forma. Este tipo de estructuras no han sido
observadas por otros autores en ensayos con F. fumosoroseus, cuando infecta otros
insectos, como Plutella xylostella (Altre y Vandenberg, 2001a). Ellos reportaron que
el hongo aparentemente penetrd la cuticula directamente, con tubos germinales no

diferenciados dentro de las primeras 22 horas de incubacion. En contraste con otros
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eventos, la diferenciacién de los apresorios no siempre aparecen en el ciclo
mecanismo de infeccion, pero es una reaccion especifica al ambiente (Altre y
Vandenberg, 2001). Wang y St. Leger (2005) demostraron al menos cuatro diferentes
sefiales que afectan la formacion de apresorios en un patégeno de insectos
especifico: una fraccién polar de la cuticula, niveles de nutrimentos, superficies
hidrofébicas y una senal desconocida.

Nuestras observaciones mostraron que P. fumosoroseus aparentemente
penetra directamente por la cuticula o bien por el orificio vasiforme y la zona del
raquis y que las estructuras tipo apresorio observadas probablemente medien esa
penetracion. En otras secciones de la cuticula, se observo penetracion directa por las
hifas, que podria ser explicado por las condiciones particulares de humedad de las
zonas antes mencionadas creando un microclima que promoveria el desarrollo de |os
apresorios {(Bidochka y Khachatourians, 1988; Charnley, 2003). Otro factor
ampliamente demostrado para hongos fitopatdgenos en la penetracion del tejidor
vegetal (Howard et al, 1991) es la dureza de |la superficie. Las observaciones de
MEB, mostraron que los conidios forman un tubo germinal unipolar que se extiende
cierta distancia antes de penetrar, esto ha sido descrito por Hajek y Eastburn (2003)
para Entomophora maimaga, creciendo en Limantna dispar y por Askary et al. (1999)
para V. fecani, cuando invade e! afido de la papa Macrosiphonella sanbornii. Dichos
autores refieren que con MEB no es posible obtener evidencia clara de la entrada del
hongo. En nuestro estudio, las imagenes de MET mostraron diferentes estructuras
fungicas en el sitio de los cortes, como hifas penetrantes, asi como estructuras

esféricas en la cercania de las mismas.
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La zona dafada de las ninfas tratadas con EH-506/3 estaba cubierta con
mucilago, aun lejos de la zona del micelio. Este mucilago también se observo en las
ninfas tratadas con EH-520/3, pero solamente se encontraba cerca de las estructuras
fungicas. Este fenémeno ha sido observado asociado a la degradacion de los
huevecillos de Phoenicococcus marlfatii por Lecanicillium dimorphum (Asensio et al,,
2002}, asi como en M. anisopliae cuando infecta al trip Frankifiniella occidentalis
(Vestegaard et al/., 1999). Esa matriz mucitaginosa podria tener propiedades de
adhesién y facilitar la penetracién fungica (Askary et al,, 1999), o bien contener
proteinas de reconocimiento (Latge, 2001).

Probablemente la capa mucosa pueda tener un papel en la preparacion de la
superficie del hospedante para la penetracion, ya que se ha demostrado que en
especies de fitopatbgenos como U. viviae-fabae, dicha capa forma un tapete de
adhesion junto con la superficie de la planta. En dicho tapete se encuentran
presentes enzimas hidroliticas, que ademas pedrian afectar la adhesion a las celulas
del hospedante y asi podria ayudar al hongc a persistir en la superficie del
hospedante y penetrar en tejidos mas profundos. La presencia de tales proteinas en
el material de adhesidn proporciona un medio para asegurar que el material
proveniente de la ruptura de la cuticula esté inmediatamente disponible como
nutrimento para la parte mas activa del hongo (Tucker y Talbot, 2001: Cole et al,,
1998).

Las caracteristicas més marcadas del aislado virulento (EH-506/3) fueron una

elevada produccién de Pr1 y la rapidez de transicion de conidio a blastospora, lo que
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concuerda con [0 que se observé en los bicensayos, con la mayor digestion de la
superficie cuticular, penetracidén y muerte del insecto.

Los estudios sobre la biologia basica de los entomopatdégencs son esenciates
para contribuir al conocimiento integral del hongo o que permitiria su aplicacion en
los factores practicos gue influyen para mejorar su eficiencia terminal en el campo
agricola, y favorecer asi el aumento en la utilizacion de este tipo de microorganismos
en un manejo integrado de plagas, que contribuya a un mantenimiento racional de

tos agroecosistemas.

118




Conclusiones
Los tres aislados de Paecilomyces fumosoroseus utilizados presentaron
diversos factores de patogenicidad, tales como enzimas hidroliticas
especificas para los componentes cuticulares, formacion de estructuras
especializadas como |0s apresorios.
Los tres aislados presentaron in vitro, la transicién de conidio a diferentes
propagulos del hongo, tales como blastosporas, cuerpos hifales y
levaduriformes.
Se observo una marcada variabilidad intraespecifica de virulencia entre los
tres aislados, expresada mediante el indice de crecimiento y desarrollo
fungico.
Las variaciones de virulencia se observaron con microscopia electronica de
barrido (MEB), al contrastar la rapidez de la formacion de estructuras
fungicas sobre las ninfas.
La MEB permitid observar tambien el dafo cuticular producido por 10s
aislados del hongo.
Otra caracteristica asociada a la patogenicidad observada con MEB fue la
formacién de apresorios, estructuras que permiten al hongo ejercer fuerza
mecanica.
En este estudio, EH-506/3 mostro la mayor cantidad de Pr1, una enzima
identificada como fundamental en |a virulencia de los hongos, asi como una
transicion mas rapida de conidio a blastospora, esta transicion dimérfica ha

sido documentada en la mayoria de los hongos entomopatogenos.
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10.

Ademas, este aislado es muy virulento, ya que a las 18 h, ya habia matado
a las ninfas de mosquita blanca.

Con los estudios in vitro, se constaté que el aislado que tuvo una mayor
cantidad, enzimas, ademas de una rapida transicion de conidio a
blastospora, fue también el aislado mas virulento.

En este estudio pudo comprobarse que los propagulos de P. fumosoroseus
pueden seguir el esquema propuesto para el dimorfismo de B. bassiana, o
bien, pasar por la fase de conidio hinchado, emitir un tubo germinal e
inmediatamente iniciar ia formacion de una blastospora.

Este estudio mostré caracteristicas asociadas a la virulencia no descritas
previamente para P. fumosoroseus de México, como son la produccion de

Pr1y Pr2, y la formacion de apresorios en la cuticula del insecto.
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SUMMARY:

In order to characterize isolates for biocontrol purposes, virulence towards whitefly,

Trialeurodes vaporariorum, (Homoptera: Aleyrodidae) and subtilisin-like (Pr1) and




trypsin-like  (Pr2) protease activities during blastospore production were
investigated in monospore cultures (MCs) of Paecifomyces fumosoroseus.
Virulence towards second instar whiteflies was assessed in three MCs, and
expressed as lethal median concentration (LCsp). Number and width—length ratio of
propagules (blastospores, hyphai bodies, short hyphae, submerged conidida and
others) and simultaneously the extracellular proteolitic activity were determined in
liquid medium. Total protease activity was assayed with azocasein, Pr1 and Pr2
activities were determined with N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide and N-
Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide as substrates, respectively A natural variability
in virulence, propagule production and cuticle-degrading proteases was observed
among isolates. Bioassays showed an LG of 1.1 x 10°, 2.5 x 10? and 7.6 x 10°
conidia/ml for MCs EH-506/3, EH-503/3 and EH-520/3, respectively. showing EH-
506/3 as the most virulent isolate. Under the experimental conditions assayed,
isolate  EH-503/3 produced the highest yield of propagules (7.7 x 10’
propagules/ml), followed by EH-506/3 with 1.0 x 10’ and EH-520/3 with 6.4 x 10’
propagules/ml. Subtilisin-like (Pr1) and trypsin-like {Pr2} activities were present in
the three MCs. Subtilisin-tike {(Pr1) activity was highest (745.7 UPr1/ml at 120 h) in
EH-506/3, the most virulent isolate, pointing ocut Pr1 as a phenotypic marker of
virulence for P. fumoscroseus. EH-506/3 appears as a good candidate for whitefty
biccontrot due to its high virulence, Pr1 concentration and rapid transition to
blastospores in submerged liquid medium.
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TiTULO:

Pruebas de virulencia y determinacion de actividad extracelular de proteasas lipo
subtilisina (Pr1) y tipo tripsina (Pr2) durante la produccion de propagulos de
aislados de Paecilomyces fumosoroseus de mosguita blanca (Homoptera:

Aleyrodidae)

RESUMEN:

Con el objetivo de caracterizar aislados para el control bioldégico de mosquita
blanca (Homoptera: Aleyrodidae), se estudiaron tres cultivos monosporicos (CM)
de Paecilomyces fumosoroseus, hongo entomopatdgeno de la mosquita blanca
{Homoptera: Aleyrodidae). Se determind la virulencia en ninfas de segundo
estadio de la mosquita blanca expresada como concentracion letai media (Clsg).
Se determind la produccion de propagulos fungicos (blastosporas, cuerpos hifales,
hifas cortas, conidios sumergidos y otros) en medio liquido, se midic la relacion de
largo y ancho de los propagulos, v la actividad proteolitica (total; tipo subtilisina,
Pr1 y tipo tripsina, Pr2) simultaneamente con la produccién de propaguios. La
proteasa total se determino con azocaseina, y las actividades de Pr? y Pr2 con N-
Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroaniida  y  N-Benzoil-Phe-Val-Arg-p-nitroaniiida
como sustratos especificos, respectivamente. Se observo variabilidad entre los

tres CM en cuanto a la virulencia, produccidn de propagalos y proteasas. Los

fd




bioensaycs mostraron una Clsgg de 1.1 x 10°, 2.5 x 10° y 7.6 x 10 conidios/m! para
los CMs EH-506/3, EH-503/3 y EH-520/3, respectivamente. El CM donde se
observo el mayor numerc de propagalos en las condiciones ensayadas fue EH-
503/3 (77 x 107), luego EH-506/3 con 10 x 10" y EH-520/3 con 6.4 x 107
propagulos/ml. Las actividades enzimaticas de Pr1 y Pr2 se demostraron en |os
tres CMs. La actividad tipo subtilisina (Prt} fue mayor en el aisiado mas virutento
(EH-506/3) con 7457 UPri/ml a las 120 H, y sefala a Pr1 como un marcador
fenotipico de virulencia para P. fumosoroseus. EH-506/3 es un buen candidato
para el control bioldgico de la mosquita blanca en Mexico, por su alta virulencia,
elevada concentracién de Pr1 y su rapida transicion a blastosporas en el medio
fiquido ensayado.

PALABRAS CLAVE:

Paecilomyces fumosoroseus, mosguita blanca, Trnialeurodes vaporariorum,
proteasa tipo subtilisina (Pr1), proteasa tipo tripsina (Pr2), contro!l bioldgico,

virulencia, blastosporas




Introeduction

Paecilomyces fumosoroseus has been used successfully as a biocontrol
agent of whiteflies (Homoptera: Aleyrodidae) and other insect pests [8, 36]
Whiteflies are polyphagous insects that can attack vegetable, staple and
ornamental crops, as well as other cultivated plant species, both in greenhouses
and in the open field worldwide. In Mexico, the whitefty is considered as an
important pest of vegetable crops, as well as ornamental plants [30].

For the successful use of a mycoinsecticide in biocontrol, a relevant
characteristic for biocontrol agents’ success in the field i1s their virulence toward
target insects. Proteases are primary enzymes in insect cuticle degradation that
play a key role in different aspects of fungal biclogy and have been related to
virulence [12, 13]. St. Leger et al [39] isolated a general protease from
Metarhizium anisopliae capable of degrading a wide variety of proteins. The serine
proteases, Pr1 and Pr2, have been identified in M anisopliae, M. flavoviride,
Beauveria bassiana, Verticillium lecanii, and Nomuraea rileyi [3, 24, 38, 40]. Pinto
et al [28] described Pr1 and Pr2 activities in M. flavoviride growing in a mineral
medium supplemented with either cuticle from the locust Rhammatocerus
schistocercoides or casein. Recently, eleven protease isoforms and a
metalloprotease related to the mecharusm of fungal penetration have been
identified and cloned from M. anisopliae var. anisophae and var. acridum [16].
These enzymatic activities have been reported in other entomopathogenic fungi,
particularly Metarhizium isolates [39, 41], in the mycelial phase, but to our

knowledge not in P. fumosoroseus during propagule production in submerged




cultures. In these cultures, entomopathogenic fungt usually form asexual spores as
single cells by schizolytic separation at septa, or by mechanical fragmentation of
hyphae, or can also be produced from hyphae by yeast-like budding [31] These
structures are described by several authors as blastospores or hyphal bodies [21,
31, 32, 45]. These blastospores have been shown to be at least as infective as
conidia in assays using topically applied propagules against several insects (1]
These structures are similar to the cnes found when the fungus grows in the insect
haemolymph [19]. Furthermore, submerged culture processes have advantages
over conidial production in solid-state fermentation, such as reducing time of
propagule preduction, and faster germination rate of blastospores on the insect
cuticle [1, 43, 45].

In order to characterize a strain for biocontrol purposes, 1t is necessary to
assay the virulence toward the target insect of different isolates to asses their
potential as biocontrol agents, in addition to other fungal characteristics. In this
study, virulence of three monospore cultures (MCs) of P. fumosoroseus isolated in
Mexico was tested in whiteflies, as welil as total proteases, and Pr1 and Pr2
activities during propagule production to select a suitable candidate to be used as

a microbial agent for whitefly control.

Materials and methods

Fungal 1solates and growth conditions. All P. fumosoroseus PFCAM, MBP,

and PSMB1 strains were isolates from whiteflies and were obtamed from the



National Center for Biological Control, Mexico (Centro Nacional de Referencia de
Control Biologico-CNRCB). Single spore cultures denominated EH-506/3, EH-503/3
and EH-520/3 from PFCAM, MBP, and PSMB1, respectively, were prepared by the
method of Goettel and Inglis [17] as modified by Cavallazzi et af. [11]. Monospore
cultures (MCs) were preserved in sterile water, minerai oil, and in liquid nitrogen
cryopreservation at -196 °C and deposited in the fungal collection of the Laboratorio
de Micologia Basica, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facuitad de
Medicina, UNAM. isolates were maintained on culture medium slants containing (in
grams per hter): sucrose, 10; glucose, 5; peptone, 0.5, yeast extract, 5; agar, 23,
(SGPYE medium}, until used.

The MC were selected based on total protease activity, showing high, low,

and intermediate activity [9, 10].

Virulence test: Insects. The whitefly nymphs (Traleurodes vaporariorum)
used for bicassays originated from colonies maintained at the greenhcuse and
experimental field of the Centro de Investigacion en Biotecnologia, Universidad
Autonoma del Estado de Morelos (CEIB-UAEM), Mexico. Whiteflies were reared

on “flor de mayo” beans (FPhaseolus vulgans).

Bioassay procedure. The method used was according tc Vidal ef al. [48],
with  minor modifications. Fungal conidia were produced in SGPYE medium
cultures, and five doses ranging from 4.7 x 10% to 4.7 x 10° conidia /ml were used.

FPhaseolus vuigans leaf disks were outlined with a plastic cap (3 5 ¢cm of diameter)
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and cut with a stenle scalpel. In all bicassays, second instar nymphs were
identified by marking leaves with a permanent ink pen near the selected insects.
Nymphs were disinfected in a laminar flow hood by soaking them in the foilowing
sotutions: 70% alcohol for 5 s, sterile distilled water for 40 s, 5% sodium
hypochlorite for 20 s, followed by rinsing in 3 changes of sterile distilled water for a
total of 120 s. Leaves were air-dried on sterile filter paper. Nymphs were infected
by floating the disks downwards on the fungal suspension so that the side infested
with the whitefly nymphs touched the suspension, on each of the five selected
conidia concentrations (4.7 x 10% to 4.7 x 10° conidia /m!). Disks were transferred
to 3.5 cm Petri dishes containing sterile KNOP medium (in grams per liter:
phosphate nitrate, 0.125; calcium nitrate, 0.500; manganese sulfate, 0.125;
potassium phosphate, 0.125; agar. 23). The top side of the leaf disks was placed
against the agar so that the side of the nymphs faced upward. Control disks were
used with 0.005% Tween 80, The lids of the Petri dishes were sealed with strips of
parafilm to maintain saturated humidity and placed in an incubator at 24°C and a
photopericd of 16:8 h light.dark, {(L.D). After incubation for 24 h under high
humidity, the lids were replaced with another one that had a paper-filter covered 1-
cm hole for aeration, and to prevent condensation as described in Vidal et al. [46].
Petri dishes were maintained in the incubator at 26°C (+ 1° C), 60% RH, and a
photoperiod of 16:8 (L:D) h, during a total of 10 d. Individual selected nymphs were
monitored for mortality at 10 d. Emerged whiteflies (empty pupal cases) were
considered non infected. A total of 75 nymphs were used, 25 for each replicate

bioassay, and another 25 nymphs as control, for each conidial concentration



tested. The number of nymphs of second instar that did not change to the next
developmental stage was recorded (dead nymphs). All nymphs were then removed
from the leaf surface, placed on slerile water agar dishes, and incubated at 24°C
for 5-7 d to determine the percentage of mortality caused by mycosis, based on
fungal sporulation on the insects Nymphs that remained in second instar, were
considered dead, and lethal median concentration (Clsp) was calcutated using

second instar data.

Propagule production, and assays of enzyme activity. For all shake flask
blastospore production studies, cultures of P. fumosoroseus were grown in 250-m|
Erlenmeyer flasks containing 70 mi of SGPYE liquid medium supplemented with
1% casein (w/v) to ensure a high vyield of blastospores and simultaneously,
prcduce enzymes. Inocula consisted of conidia from 10-day old slant SGPYE
medium cultures with a final cell density of 1 x 10° conidia/ml. Ail experiments were
repeated at least three times. Conidia and blastospore concentrations were
determined microscopically with a haemocytometer. The length and width of 30
submerged propagules (blastospores, hyphat bodies, short hyphae, and
submerged conidia), randomly chosen, of each isolate were measured using an
Olympus BX-40 microscope through a calibrated objective at 40 x. Micrographs
were made with an Olympus PM-C35 camera and an Olympus PM20 exposure
control unit. Fungal transformation was registered according to the classification
scheme of Bidochka ef a/. {4], with slight modifications. This scheme comprises six

developmental stages (DS). (I) Unswollen conidia. () Swollen conidia. (Il})



Emergence of the germ tube. (IV) Elongation of the germ tube and formation of the
first septum. (V) Polar and bipolar elongation (growth) of the resulting mycelium
and mitiation of a blastospore, and (V!) Seccession of that blastospore. Flasks
were incubated with orbital shaking (150 rpm) at 28°C, for 312 h Control flasks of
hguid medium without Inocula were maintained under the same experimental
conditions. At 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 216, 240, and 312 h, 3-ml
atiquots of cultures and controls were collected. After blastospore and propagule
measurements, the remainder samples were centrifuged (5000 X g, 10 min), and
cell-free supernatants were maintained at -20 °C until enzymatic activities were
determined.

A nonspecific proteolytic assay with azocasein was performed for both, cell
free supernatants and controls, according to Sarath ef al. [35]. Briefly, 2%
azocasein in 0.2 M sodium phosphate buffer, pH 7.0, was equilibrated at 25°C.
Reactions were performed in Eppendorf tubes containing 250 ul of azocasein and
150 ul of crude enzymatic extract. After 1 h of incubation at 25°C, reactions were
stopped by the addition of 1.2 mi of 10% trichloroacetic acid (Baker, Mexico). After
10 min at 4°C, samples were centrifuged (5000 x g, 10 min), 1.2 ml of supernatant
was placed in test tubes, mixed with 1.4 ml of 1.0 M NaQOH for color development
and absorbance was read at 440 nm in a Beckman DU650 spectrophotometer
(Beckman Instruments, CA, USA). One unit of protease activity (UP) was defined

as the amount of enzyme that proeduced a change of 0.010 in the optical density at

440 nm,




Pr1 and Pr2 activities were determined using N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilide and N-Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide as substrates, respectively,
essentially as described by St. Leger et al. [39], except that 0.1 M tris/HCL buffer,
pH 8 O was used. Briefty, 1 mM substrate diluted in this fast buffer and the enzyme
fraction were pre-warmed at 23°C prior to mixing. Control absorbance values were
read at 410 nm, before adding the substrate. Then, tripiicate reaction mixtures,
containing 50 nl of crude enzyme extract, 50 1l of substrate (for Pr1 and Pr2), and
300 pl of Tris buffer, pH 8.0, were incubated at 23°C. After 1 min, absorbance was
read at 410 nm in the spectrophotometer. One enzyme unit was defined as the
amount of Pr1 (UPr1) or Pr2 (UPr2) that produced a change of 0.001 in the optical
density at 410 nm under the experimental conditions described above. Control
samples were also incubated with specific substrates for Pr1 and Pr2.

Experiments were replicated thrice with different aerial conidia inocula and

samples were taken from 3 shake-flasks for each MC tested.

Protein determination. Protein content was measured using Coomasie

Brilliant Blue G-250 [7].

Chemicals. Unless otherwise stated, all chemicals used were obtained from

Sigma-Aldrich Quimica (Toluca, Mexico).




Statistical analysis. Mortality of second stage nymphs was subjected to
Probit analysis [15], generating a concentration-monrtality relationship for the
estimates of LCs and its 95% confidence intervals for each of the MCs tested,
using POLO-PC program (1996). Analysis of variance (ANOVA « = 0.05) was
calculated for the length to width ratio of propagules at the different assay times,
total protease, and Pr1 and Pr2 activities among the three MCs selected, followed
by a Tukey multiple mean comparison test [14]. Statistical analyses were

performed using the SPSS Program, version 10, 2003

Results and discussion

Bioassays. Fungal MCs varied in their ability to infect 7. vaporariorum
nymphs. The criterion for mortality status of whitefly nymphs was instar change,
because nymphs are immobile, and at day 10, nymphs that had not shown change
from 2™ to 3 instar, were considered dead. At day 10, all marked nymphs,
independently from the instar stage were transferred to water-agar and all of them
showed mycelial growth, suggesting an insect mycosis, and were considered killed
by the fungus. In all cases, mycoses were above 95% of the treated nymphs (data
not shown). Control nymphs reached the 4™ stage or adult stage in the same time
period of the biocassay. The MCs impact on nymph mortalities largely depended cn
the conidial concentrations tested. Change of nymphs to the next developmental
stage tended to decrease with increasing concentrations of conidia, showing a

concentration-mortality response in alf MCs tested.







All EH-506/3 concentrations were highly toxic for 2™ instar whiteflies, in
contrast with a lower mortality cbserved for EH-520/3 at the same concentration,
for the same instar stage (data not shown) This last MC (EH-520/3) showed a
marked concentration-response, mycelial growth from nymphs placed on water-
agar showed that insects were infected but infection signais were observed late (7
days) in the experimental time-course. Conidial concentrations of the other MC
tested, EH-503/3, were also virulent, however, this isolate infected nymphs in the
2" instar, but killed them late in the time-course experiment, The same conidial
concentration-response has been observed for whiteflies treated with Verticifiium
lecani [25), and mites treated with several isolates of P. fumosoroseus [37]. In
contrast, James et af., [23] observed no differences among the dose ranges of F.
furmosoroseus tested in whitefly nymphs.

MC EH-506/3 was considered the most viruient isolate because 1.1 x 10°
conidia/ml were enough to kit half of the tested insects in the experimental period.
in contrast, EH-503/3 showed a LCsy of 2.5 x 104, and EH-520/3 of 7.6 x 10*
conidia/ml, suggesting the last as the i1solate with the {ower viruience. All LCs
observed in this study (from 1.1 x 10° to 7.6 x 10 conidia/ml) were lower than
those mentioned by Vidal et al. [46] (from 1.79 x 107 to 9.9 x 10° conidia/ml) for P.

fumosoroseus treated whiteflies.

Propagule production. The inree MCs selected exhibited transition from
conidia (DS: 1} (Figure 1a) to differer propagules .» different times. First, conidium

swells (DS: 1) and begins producing one or more germ iupes (Figure 1b} (DS: 1N,




Early at the experimental time, differential development of MCs was observed: at 6
h, EH-506/3 already produced germ tubes (DS: lI), while EH-503/3 started to
germinate between 6 and 12 h, and EH-520/3, untii 12 h (Table 1). At 36 h, the
three 1sclates produced primary blastospores (DS: V), originated from hyphal septa
(Figure 1c) and tips (Figure 1d);, budding biastospores (0S: V) (Figure 1e); and
hyphal bodies (DS: VI) (Figure 1f). Similar yeast-like structures have been
described in several iquid media [1, 22, 43, 44, 45]. After 48-96 h, oblong narrow
structures (Figure 1g) similar to short hyphae were formed, but these produced
both blastospores (DS: V) (Figure 1h), or submerged conidia (Figure 1i). From S6
h, pellets were more evident, and at 196 h larger and more hypha! bodies were
observed (Figure 1)). At 240 h, blastospores showed well defined vacuoles, and
produced germ tubes. After 240 h, single propagules were less evident, and mainiy
hyphal pellets were observed (Figure 1k).

Assays showed different propagules (blastospores, hyphal bodies, short
hyphae, and submerged conidia) for the three MCs tested during the first 96 h of
the experiment, as reported by other authors [1, 22, 43,45]

Significant differences of propagule concentrations were observed among
EH-506/3, the most virulent MC. and the other two isclates. Maximal propagule
(blastospores, hyphal bodies) concentrations were observed at different times for
each isolate. At 96 h, 1.0 x 10’ propagules/ml for EH-506/3; at 60 h, 7.7 x 10’
conidia/ ml for EH-503/3; and 6.4 x 10’ conidia/m! for EH-520/3. In different

experiments, other authors {34} found similar amount of blastospores (5 x 107 at 72




h) with P. fumosorcseus strain 612 in a mineral medium supplemented with
glucose, peptone, and yeast-extract.

Blastospores were obtained 1in a rich medium, with sucrose and glucose,
and several nitrogen sources, such as casein, peptone, and yeast extract, a
medium with peptone has been pointed out by Prenerova [29] as the optimal
germination medium for P. farinosus. Jackson et al. [22] obtained high yields (6.0
X 108) of desiccation-tolerant P. fumosoroseus blastospores in a fermentor with a
medium containing casein. Issaly et al. [18] reported high yields of Metarhizium
flavoviride blastospores (1-5.4 x 10° blastospores/ml) when a medium with a high
rate of nitrogen and low rate of carbon was used in flask cultures.

The size of the aerial conidia used for initial inoculation, and measured after
incubation for 10 d at 28°C on SGPYE solid medium, was 5 + 0 um length and
2.5+ 0 um width., The propagule size was determined by the ratio of length to width
for each sample time (Table 1). At 12 h, MC EH-503/3 showed a ratio of 186 that
corresponds to short hyphae (conidia producing one or more germ tubes), but
longer than the two other MCs. From 24 h on, all submerged propagules (DS: VI)
showed higher ratios than those from aerial inoculated conidia (DS: ). This has
been mentioned for P. fumoscroseus and other entomopathogens [21]. Significant
differences (P<0.05) of propagule size among the three MCs were observed (Table
1) at almost ali times tested, with the exception of 18 and 96 h. Ratio values of
propagules from MC EH-506/3 and EH-503/3 between 36 and 96 h, and between

48 and 96 h for EH-520/3, were similar tc the modal diameters obtained by Vidal et




al. [45], using Goral medium (4.28 um) at 96 h, and Jackson, Catroux and Paris
(6.07 um) medium, at 48 h. In our study, MC EH-506/3 that exhibited the highest
virulence showed the fastest transition from conidia (DS: 1) to blastospore (DS VI)
as showed in Table 1. This dimorphic transition from conidia to yeast-like
propagules {blastospores) has been documented in most entomopathogenic fungi
[33]. In liguid culture, this MC (EH-506/3) produced 1 x 10’ propagules/ml, but
otherwise has always shown a very iow conidia production on slant or rice cultures,
however, its fast transition from conidia to blastospore, suggests another

characteristic of virulent strains.

Enzymatic activity. Dimorphism was evident in SGPYE medium, with several
nitrogen and carbon sources, and proteases determined during blastospore
production. During the first hours of the experiment, proteolitic activity remained
low, but after 96 h of culture incubation, a rise n total proteolytic activity was
detected for the three MCs. Total proteases started to rise at 120 and 168 h (data
not shown). Peaks of P. fumosoroseus total protease activity corresponding tc 91
UP/mi at 216 of incubation, by the highly virulent EH-506/3 strain. The medium-
virulence isolate (EH-503/3) showed a much lower activity (58.7 UP/ml) at 216 h.
The fow virulence isolate (EH-520/3), on the other hand, exhibited a lower activity
(49 UP/mi) at 216 h {Table 2}. Total extracellular proteases were measured by the

azocasein method [35] instead of by absorbance at 280 nm because P.




fumosoroseus produces beauvericin [28], which contains phenylalanine [27] that
interferes with absorbance at this wavelength.

The three MCs tested expressed Pr1 and Pr2 activities under the
experimental conditions used in this study. Some points showed significant
differences, and these values are summarized on Table 2.

At day O of the time course experiment, the three isolates showed Pr1 and
Pr2 activities from 49.3 UPr2/ml to 150.6 UPr1/ml, suggesting that conidia contain
proteclytic activity, as reported by Boucias and Pendland [6]. Significant
differences were observed (Fz24 =127.8, P<0.05 for Pr1 and Fz24 = 184.9, P<0.05
for Pr2) at this time among the three MCs. For Pr1, at 120 h of incubation, this
difference persisted between the highest-virulence MC (EH-506/3) and the other
two MCs, but not among the low and medium virulence isolates (Fp24 = 1631;
P<0.05), as well as at 216 h (Fo24= 120.4;, P<0.05) (Table 2). For Pr2, a significant
difference was observed among the three MCs, at 120 (F24 = 214.1, P<=0.05}
and 216 h (F224 = 208, P<0.05).

For the three isolates, Pr1 activity varied between 66 and 192 UPr1/ml up
to 96 h of incubation (Data not shown). Pr1 activity of EH-506/3 started to increase
reached a major peak (745.7 UPr1/mi) at 120 h and a second, lower one (620.4
UPri/ml), at 216 h. Pr1 activity of £EH-503/3, on the other hand, started to increase
after 168 h and reached a value of 496 UPrt/ml at the end of the experimental
period (312 nh, data not shown). The lowest Pr1 activity was shown by the low

virulence EH-520/3 strain with a maximum of 347 .4 UPr1/mt at 216 h.



Among the three isolates tested, Pr2 showed a much iower activity than Pr1
and this remained low and relatively constant. Broad-spectrum subtilisins are the
main proteins produced by M anisopliae and other entomopathogens during
infection and degradation of insect cuticle [38]. Different levels of production are
signals of intraspecific variation among isolates, and could be associated with
adaptative differences [2, 16, 39]. The differences observed here among isolates of
the same species of P. fumosoroseus confirm previous studies with other fungi in
which protease activity has been related to virulence {5, 20, 39, 42].

Pri and Pr2 activities on the specific substrates used here have been
reported in M. anisoplie 1solates [38, 39, 41] but not in P fumosoroseus
propagules. In this study, Pr2 was induced at lower levels and with less variability
among isolates than Pr1. This phenomenon was also observed in M. flavoviride by
Pinto et al. [28].

Subtifisins comprise the major protease components in entomopathogenic
fungi, such as Metarhizium and Beauveria {2, 39). The number of Pr1 proteases
produced by M. anisopliae and the slight differences in their catalytic activities is
not only of great interest to the functional pathalogy but also to population structure
of species of this fungus [3]. This may also be valid for other entomopathogenic
fungl as well. Results showed that the virulent MC (EH-506/3), had a high Pr1
activity (745.7 UPr1/ml), and the low virulence isolate (EH-520/3)} had a low Pr1
activity (347.4 UPr1/ml) when compared with EH-506/3. As Pr1 appears to be a
pathogenicity determinant by virtue of its considerable ability to degrade cuticle

[41], our findings suggest that Pr1 production of the propagules of AP




fumosoroseus, could be assumed as a virulence marker, and supernatant
concentration measurements considered as a screening test for preliminary
selection among several isolates. The selected isolates with high Pr1 activity could
be used for pathogenicity bicassays. Studies of induction-repression mechanism of
these enzymes must be done to determine optimal production in conditions of low
nutrimental availability, similar to the ones found when infecting the insect cuticle.

The intra-specific variability of virulence towards whitefly nymphs, propagule
production, and Pr1 and Pr2 activities found among P. furmosoroseus isolates are
relevant findings for the characterization and selection of isolates suitable for their
use as biocontrol agents. Gur results would suggest MC EH-506/3 as the best
candidate for whitefly control among the three studied MCs, due to its high
virulence, Pr1 production (745.7 Upr1/mi at 120 h) of the propagules, and rapid
transition to blastospores in submerged culture.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Paecilomyces fumosoroseus propagules produced in submerged culture.
a) aerial comdia of EH-503/3. Developmental stage |. uirswollen conidia. by EH-
503/3 swollen conidia with two germ t.bes at & h. Developmental stage Il
emergence of the germ tube ¢} EH-520/3 blastospore originated from hyphal
septum at 36 h. Developmental stage V- polar and bipolar elongation of the
resulting mycelium and initiation of a blastospore. d) EH-520/3 blastospore
originated from hyphal tip at 24 h e) EH-503/3 budding yeast at 24 h.
Developmental stage V f) EH-506/3 hyphal body at 24 h. Developmental stage VI
seccession of the blastospore. g) EH-503/3 short hyphae at 24 h. h) EH-503/3
blastospores at the hyphal body tips at 36 h. 1) EH-503/3 submerged conidia at
60h, j) EH-503/3 large hyphal bodies at 72 h of incubation. k) EH-520/3 hyphal

pellets after 240 h of incubation. Scale bar: S5um




Table 1

Merphological type and length to width ratio of fungal propagules from

Paecilomyces fumosoroseus.

Time lIsolate  Lengthto Morphological type (Developmental stage)
width ratio
- EH-50613 20° conidia (1) o
Oh EH-503/13 20° conidia (1)
EH-520/3 20° conidia (1)
EH-506/3 21 (x05)*"  germinating conidia ()
&h EH-503/3 2.3 (+04)° germinating conidia (Il
EH-520/3 1.9(2£0.4)" swollen conidia (11)
~ EH-506/3 85(+257)° hyphal bodies, blastospores (V, VI)
i2h  ER-503/3 16 (£3.11)° germinating conidia (1ll)
EH-520/3 5 (+£516)" germinating conidia (111}
EH-506/3 51(x216)°  hyphal bodies, blastospores (V, V1)
18h EH-503/3 45(+211) hyphal bodies, blastospores (V, VI)
EH-520/3 6.9 (x65)" hyphal bodies, blastospores (V, VI)

24h

EH-506/3 4.4 (+1.5)°

EH-503/3
EH-520/3

46 (£1.7)"

10.4 (+ 7.4)"

hyphal bodies, blastospores (V, VI)
hyphal bodies, blastospores (V, VI)

hyphal bodies, blastospares (V, VI)
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EHG506/3 44(x15"  hyphal bodies, blastospores (V, Vi)
36h ER-353:3 48{z17)° fiyphal bodies, blasiospores (V, Vi)
EH-520/3 104 (£7.4)"  hyphal bodies, blastospores (V, V1)
EH 506/3 54 (t2.3) hyphal bodies, blastospores (V, VI)
48# EH-58033 3213 hyphai bodies, biastospores (V, Vi)
EH520/3 51(x25) hyphal bodies, biastospores (V, V1)
EH506/3 55 (124)" hyphal bodies, blastospores (V, V1)
g0k ‘EHE633 4ikx14)" hyphal bodies, biaslospores (v, Vi),
submerged conidia
EH-520/3 46(x1)*" hyphal bodies, blastospores, (V. Vi)
subitged conidia
EH 506/3 4.8 (x12"°  hyphal bodies, blastospores (V. VI)
TZh EH-B033 4308 hyphal bodies, bilastospores (V, Vi),
submerged conidia
EH-520/3 55(+1.3)° hyphal bodies, blastospores (V, V1),
subimerged sutidia
EH-506/3 45(x09)° hyphal bodies, blastospores (V, VI)
g5 n EH-GC3/3 4.03 (£ 0.81)" hyphal bodies, blastespores (V, Vi),
submerged conidia
EH-520/3 4.0¢c1.01)"° hyphal bodies, blastospores (V. Vi),

submerged conidia




Values are representative of three independent experiments run in triplicate.
Values in the same column corresponding to the same time, marked with the same
letter did not differ significantly according to Tukey’s test at a significance level of

5%.
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Table 2

Total proteases, Subtilisin-like (Pr1) and Trypsin-like (Pr2) activities of P. fumosoroseus isola

virulence against whiteflies.

lsolates Lethal median  Total protease  Subtllisin-like Pr1 activity Trypsin-like Pr2 activity
concentration activity (UPr1/ml) (UPr2/ml)
(UP/ml)

{conidia/mi) Oh 120h 216h Oh 120h 218h 0Oh 120h 218 h

EH-506/3 1.1x10° 36° 62.4° 91° 66.080 7457° 6204° 4932 234%® 2513°
EH-503/3 2.5 x 10* 33% 27° 587° 150.8° 90.1® 391.1° 138.4° 409.0° 155.7°
EH-520/3 7.6 x 10* 82 B8.7° 49° 94.0° 111.2° 347.4° 103.0° ©5.4° 92.3°

Average of three independent experiments.

Values in the same column marked with the same letter did not differ significantly according to the

significance level of 5%.
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