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ABSTRACT

The use of microorganisms with biocontrol potential is an alternative born as a result of excessive use of
chemicals to control pests and diseases in agricultural crops. Fungi such as Trichoderma inhamatum (cepa bol — 12
qd) and Beauveria bassiana (cepa bol 2 — qc) have demonstrated good biocontrol potential of plant pathogens and
pests. In the analysis of the insecticide and enzymatic activity, it was established that the fungus B. bassiana has a
higher insecticidal activity on Drosophila melanogaster (cepa orr) than T. inhamatum. With regard to the enzyme
activity, it was found that both 7. inhamatum and B. bassiana, have B chitinolytic action, however, this chitinolytic
activity is higher in the fungus B. bassiana.
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RESUMEN

El empleo de microrganismos con capacidad biocontroladora, es una alternativa que nace a raiz del manejo
desmesurado de agentes quimicos para el control de plagas y enfermedades en cultivos agricolas. Hongos como:
Trichoderma inhamatum (cepa bol — 12 qd) y Beauveria bastiana (cepa bol 2 — qc), han demostrado tener una
buena capacidad biocontroladora sobre fitopatégenos y plagas. En el andlisis de la actividad insecticida y enzimaética,
se estableci6 que el hongo B. bassiana, posee una actividad insecticida mayor sobre Drosophila melanogaster (cepa
orr) respecto a 1. inhamatum. Con relacién a la actividad enzimdtica se encontré que tanto 7. inhamatum y B.
bassiana, poseen accién f quitinolitica, sin embargo la actividad B quitinolitica es mayor en el hongo B. bassiana.

INTRODUCCION

En nuestro pafs, existen diferentes tipos de problemas dentro el sector agricola, entre los que destacan las
fitoenfermedades (originada por hongos) y las plagas (insectos); esta ultima se presenta como la principal
problemadtica del norte pacefio, en regiones del valle y trépico de Bolivia [1]. Este tipo de afeccién se observa en la
mayoria de los cultivos de frutas, ya sean de semillas, tropicales, citricos, etc., y dentro de las plagas mads
representativas tenemos: a la mosca de fruta Ceratitis capitata y Anastrepha spp [2].

Existen numerosos métodos para el control de plagas unos mds agresivos que otros, tenemos el control natural,
que usualmente es llevado a cabo por otros insectos, que matan y devoran al insecto plaga. EI control quimico, que
es uno de los métodos mds usados, pero deterioran el ecosistema de la regién, contaminando el producto y el suelo.
El control biolégico, que utilizan componentes como ser extractos de plantas, metabolitos de bacterias y hongos, que
poseen la caracteristica de no deteriorar el suelo ni el producto (fruto), debido a que los metabolitos secundarios
producidos por estos microorganismos son facilmente degradables por los factores ambientales [3].
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En Bolivia, el uso de larvicidas e insecticidas biol6gicos no es muy frecuente, debido a que la mayoria de los
productores agricolas, no tienen conocimiento sobre esta alternativa de control de plagas, que no solamente puede
ayudar al control de insectos, sino que también puede mejorar el rendimiento de produccién de los cultivos.

El empleo de microorganismos como los hongos entomopatdgenos, caracterizados por su capacidad
biocontroladora sobre insectos, ha cobrado importancia en los tltimos afios, debido a que estos microorganismos se
caracterizan por su produccién de metabolitos secundarios y enzimas tales como: proteasas, celulasas, xilanasas,
pectinasas, amilasas, quitinasas, etc [4], que son los factores clave en el biocontrol, Esta dltima (quitinasas), se
caracterizan por hidrolizar el enlace o y B, del polimero N — acetilglucosamina, componente esencial en la estructura
de cubierta y membrana de la mayoria de los insectos y microorganismos[5], lo que da pie al deterioro de la misma y
facilita la acciéon de los demds componentes involucrados en el biocontrol (metabolitos secundarios).

En general, los hongos representan una excelente alternativa de biocontrol, porque pueden colonizar diferentes
estados de desarrollo en el insecto y estos son de baja o nula patogenicidad para el ecosistema. Sin embargo, en
nuestro medio hasta la fecha, es muy escasa la informacion referente al empleo de biocontroladores en base a
bacterias y hongos para el control de insectos. Es por tal razén, que en el presente trabajo se pretende evaluar la
actividad insecticida y quitinolitica de los hongos 7. inhamatum y B. bassiana, frente a la mosca de la fruta D.
melanogaster.

RESULTADOS Y DISCUSIONES
Medicion de la actividad insecticida

En la figura 1, se aprecia los resultados de la actividad insecticida de los hongos T. inhamatum y B. bassiana,
luego de haber aplicado un inoculo de esporas a una concentracién de 6,0 x 10° propagulos / m€, sobre la mosca de
la fruta D. melanogaster. En la misma se evidencié que ambos hongos poseen actividad insecticida, sin embargo, si
estas actividades son comparadas con el control positivo, observamos que el hongo B. bassiana, posee una mayor
efectividad como insecticida, logrando un niimero de 15 moscas muertas (igual al control negativo); En tanto que el
hongo 7. inhamatum solo alcanzé a colonizar 12 moscas.
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Figura 1. Niimero de moscas muertas, ocasionado por la colonizacion de esporas de los hongos T. inhamatum y B. bassiana.

La colonizaciéon de los hongos controladores sobre el insecto huésped, se desarrolla en cuatro etapas [6]
adherencia, germinacién, diferenciacién y penetracion. La adherencia, se produce cuando el conidio se une a la
cuticula, mediante el reconocimiento y compatibilidad, entre el conidio y las células del tegumento del insecto,
influida por la fuerza electroestaticas e hidrofdbicas, y la secrecion de mucilagos, que interactian quimicamente con
las lecitinas de la membrana y generan un ambiente favorable para la secrecién de enzimas [7]. Una vez adherido,
inicia la germinacién, que es dependiente de las condiciones que le puedan brindar el insecto y el ambiente [8]. La
diferenciacion del hongo, inicia con la formaciéon de un tubo germinativo, el cual ayuda a la penetracion de la
cuticula por la actividad enzimadtica extracelular del hongo (quitinasas, lipasas, esterasas, y proteasas) (Figura 2.A)
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[8], lo que facilita la invasion de la epidermis e hipodermis. Finalmente, se produce la invasién y proliferacién de las
hifas en el tracto digestivo. Este paso ocurre luego de la muerte del insecto, ocasionado por dafio mecénico,
desnutricién y toxicidad, y es cuando las hifas secretan la oosporina, metabolito secundario que actia como
bactericida en el intestino del insecto (Figura 2.B) [7]. Suprimidas las barreras inmunes del insecto, el hongo invade
el tracto digestivo, se alimenta de su interior y lo momifica [8].

100,46

Figura 2.0bservacion microscopica con aumento de 40X. A. Drosophila melanogaster cepa ORR, inoculada con la
cepa B. bassiana, durante el proceso de diferenciacion. B. Drosophila melanogaster cepa ORR, colonizada por la cepa
de T. inhamatum, durante el proceso de colonizacion.
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Figura 3. Actividad enzimdtica f quitinolitica de T. inhamatum BOL 12 QD, medida en mediode cultivo en Bach durante un
lapso de 30 dias.

En el andlisis enzimdtico realizado a las dos cepas de estudio, se observo que los hongos 7. inhamatum y B.
bassiana, presentan actividad quitinolitica, la mejor actividad enzimaética quitinolitica se observé a los 14 dias, por el
hongo B bassiana con una actividad promedio de 70,71 mU/m{/min (Figura 4), con respecto al hongo 7. inhamatum,
la mejor actividad reportada, se observa a los 24 dias con una actividad promedio de 13,78 mU/m{/min (Figura 3),
posterior a este resultado, se observa un descenso en la actividad enzimadtica.
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Figura 4. Actividad enzimdtica f quitinolitica de B. bassiana BOL 2 QC, medida en medio de cultivo en Bach durante un lapso
de 30 dias.

El andlisis de la actividad enzimdtica, se realizé con la finalidad de conocer la capacidad degradativa de la
cubierta de los insectos, la misma que se encuentra conformada por el polimero 3 1-4 N-acetil glucosamina (quitina),
que le da caracteristica de dureza al insecto. Se emplearon estos microorganismos debido a que estos cuentan con
capacidad litica de B 1 —4 N- acetilglucosaminasa.

EXPERIMENTAL

Hongos biocontroladores

Procedencia de los hongos biocontroladores

Las cepas de hongos empleadas en el presente trabajo fueron: Trichoderma inhamatum (BOL — 12 QD) y
Bauveriia bassiana (BOL — 2 QC), procedentes del cepario del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
(IIFB).

Cultivo de las cepas de estudio

Las cepas de T. inhamatum y B. bassiana, fueron cultivadas en medio de cultivo PDA.

Produccion de las larvas de Drosophila melanogaster (cepa ORR)

Procedencia de Drosophila melanogaster

La cepa de Drosophila melanogaster utilizada en el presente trabajo fue: ORR del cepario del IIFB, del area
laboratorio de genotoxicidad.

Reproduccion de las cepas de estudio

Las cepas ORR se encontraban en su estadio adulto, por lo cual se procedié a la reproduccién en medio de
cultivo de mantenimiento (12,5 g de levadura; 10 g de gelatina; 20,8 g de azdcar; 32,75g de harina amarilla; 0,002g
de nipazol, 1,15 m¢{ de sol. Acida en 250 m{ de agua).

Capacidad de control entomopatdgena

Evaluacion de la actividad insecticida de T. inhamatum y B. Bastiana

Para el andlisis de la capacidad entomopatogénica de T. inhamatum y B. bassiana, se empled frascos schott de
250 m¢ mismo que contenia el medio de cultivo de mantenimiento, conjuntamente con 15 moscas (D. melanogaster)
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en su estadio adulto. Posteriormente se procedié a inocular 1 m€ de una suspension de esporas de 7. inhamatum 'y B.
bassiana a una concentracion de 6,0 x 10° esp/m{ (calculado en cdmara de Neubauer), se considero tres repeticiones
por prueba para el andlisis de la actividad insecticida, el andlisis de la mortalidad se realizé a partir de los 2 dias,
como control negativo se empleo agua destilada y como control positivo el agroquimico Mancozeb. [9]

Actividad enzimdtica
Preparacion de fermentos de T. inhamatum y B. bassiana

Se empled el medio cultivo Caldo Patata Dextrosa (PDC), del que se alicuot6 30 m{ de medio PDC a matraz de
vidrio de 100 mf, que posteriormente fueron esterilizados en un autoclave (AH, American, Model N° 258
MALTOWOE; WI:54220) a 120 °C y 1,5 atm por 20 minutos. Se indculo 1 m{ de una suspensién de esporas de los
hongos T. inhamatum y B. bassiana, a una concentracién de 6,0 x 10° esp./m{. Se consideraron 9 repeticiones por
prueba, la actividad se evalué por 30 dias.

Obtencion de los sobrenadantes

Los sobrenadantes obtenidos de los medios de cultivo, fueron centrifugados a 12 000 rpm durante 15 min., a 5
°C de temperatura, se filtr6 el sobrenadante en papel de nitrocelulosa de 0,2 um.

Actividad oy [ quitinolitica

La actividad quitinolitica de los fermentos, se evalué de acuerdo a protocolo establecido por Transmo y Karman,
1993. Se definié como unidad enzimadtica a: “La cantidad de enzima que libera un 1 umol de p - nitrofenol por m{€ de
enzima por minuto, bajo las condiciones especificas” [5] .

CONCLUSIONES

Se evalud la actividad insecticida y enzimdtica de los hongos T. inhamatum y B. bassina, con respecto a la
actividad insecticida, se evidencio que ambos microorganismos poseen esta capacidad sobre la mosca de la fruta D.
melanogaster, siendo B. bassiana el hongo que presenta mayor efectividad. De igual forma en el andlisis enzimatico
de las quitinasas, la mejor actividad la presenta el hongo B. bassiana alos 14 dias de fermentacion.
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