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SUMMARY

Taking in consideration the importance of the utilization of fungi in biological
control of pests and knowing the inefficiency and problems of chemical insecticides,
the present work has been undertaken to demonstrate the influence of different
physical and nutritional factors on the growth, germination and sporulation of two
Entomophthorales Erynia neoaphidis and Conidiobolus major, fungi which in a
natural way attack predatory insects (Cercopideae) of cattle pastures: Aeneolamia
albofasciata and Prosapia simulans commonly known as spittlebug. The results
obtained indicate that better growth, germination and sporulation of these micro-
organisms are reached in pH'’s close to 7, warm temperatures inherent to tropical
climates (24-28°C), and simple culture mediums with different sugars (glucose,
maltose, fructose) and pdysaccharides as carbon sources, as well as complex mixtures
(yeast extract, mixtures of aminoacids) as nitrogen sources. These few nutritional
demands could allow the mass production of these fungi to be accomplished easily
at a low cost for the purpose of broad distribution as biological competitors.
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RESUMEN

Tomando en consideracion la importancia del uso de los hongos en el control bio-
Iégico, dada la ineficiencia y problemas de’los insecticidas quimicos, el presente tra-
bajo demuestra la influencia de diversos factores fisicos y nutricionales sobre el cre-
cimiento, germinacién y esporulacion de dos Entomophthorales Erynia neoaphidés
y Conidiobolus major, hongos que atacan en forma natural a insectos (Cercopideac)
depredadores de pastizales, tales como: Aeneolamia albofasciata y Prosapia simulans,
conocidos comiinmente como mosca pinta de los pastos. Los resultados indican que
las condiciones 6ptimas para el crecimiento, germinacién y esporulacién de Erynia
neoaphidis y Conidiobolus major se obtienen en pH cercanos a 7, temperaturas céli-
das (24-28°C), propias de clima tropical y en medios de cultivo sencillos con dife-
rentes aziicares (ghucosa, maltosa, fructosa) y polisacdridos como fuentes de carbo-
no, asi como mezclas complejas (extracto de levadura, mezclas de aminoacidos)
como fuentes de nitrégeno. Conociendo estas exigencias nutricionales de los hongos

se facilitara la produccion en masa para su utilizacién cn el control biolégico de la
mosca pinta.

INTRODUCCION

Erynia neoaphidis Remaudiere et Hennebert y Conidiobolus major (Thaxter)
Remaudiere et Keller son las dos especies mds importantes de Entomoftorales que
atacan en formas nuatural a los Cercopideos Aeneolamia albofasciata y Prosapia
simulans, los cuales son insectos depredadores de los pastizales en México y cono-
cidos cominmente como “mosca pinta” o “salivazo de los pastos”. Los dos hongos
mencionados se encuentran en las regiones calientes y hiimedas de México y consti-
tuyen una posibilidad de Ia utilizacion de los Entomoftorales en el control biolégico,
Hasta la fecha, sélo algunos Deuteromycetes, como Metarrhizium anisopliae e
Hirsutella thompsonii han sido probados como un control biolégico en regiones de
clima caliente (Burges & Hall, 1982).

La tecnologia para la produccién de hongos, para usarlos en el control biolégico
en México, como lo discutié Latgé (1982), se basa en la formacién de numerosas
pequenias unidades de produccion, en donde los hongos se desarrollarian sobre ma-
teriales y nutrientes sencillos y baratos, para después dispersarlos. Sin embargo, antes
de la realizacion de estas unidades de produccién, es indispensable el conocimiento
de todos los factores que influyen sobre el desarrollo del.ciclo bioldgico del hongo.
En el presente trabajo se muestra la influencia de diversos factores fisicos y nutri-
cionales sobre la germinacién, el crecimicnto y la esporulacién de cepas de Erynia
neoaphidis y Conidiobolus major aisladas de la mosca pinta.

MATERIALES Y METODOS

1. Cepas utilizadas.

Las cepas de E. neoaphidis (1121) y C. major (1223, 1231 y 1234) utilizadas en
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este estudio, fueron aisladas de la mosca pinta por uno de los autores (Latgé) y estdn
depositadas en la micoteca del Servicio de Control Bi ologico contra los Inscctos del Ins-
tituto Pasteur de Paris, Las cepas fueron mantenidas en el medio solido de Sabouraud
(glucosa 40 gfl, peptona 10 g/l, Agar 15 g/l), conteniendo yema de huevo (200 mifl
de Sabouraud) (MB).

2. Estudio de la germinacion.

Las conidias fucron producidas a partir de micelio desarrollado ’sulm- |1.u-{l.in MB
y proyectadas sobre portaobjctos cubiertos de agar (10 g/l), semin la téenica de
Sampedro el al. (1983). Se estudiaron solamente dos factores: t:mprra‘uira y 1:!1‘
Las sicte temperaturas cstudiadas fucron: 34.5%0,5, 28.5%0.5, 2510.5, 22‘_1. 1941,
15.520.5, 9.5%0.5°C. Los ocho medios de pll experimentados (3, 4'. :‘3. 6,7, 8,9y
10) fueron obtenidos con soluciones de reguladores a una concentracion de 0.02 M,
Para los pll de 3 a 6 se utilizd regulador citrato-fosfato, para los p?-l 7y 8 rcgulull(}r
de fosFatos mono y dibdsicos, para los ph 9 y 10 regulador de glicocola-NaOl. Se
contaron 100 conidias por portaobjetos y se realizaron 6 laminillas por %'armr (3
experiencias sucesivas). Los porcentajes de germinacion (p) I'ucmfl‘I.r;mstnrm_udm
en arc sen{p y el andlisis estadistico sc realizo uLiIi'f'.;mdo un annl:s;_s de varianza
seguido del test Duncan (59/0) de clasificacion de medias (Duncan, 1955).

3. Estudio del crechmiento.

La influencia del pl y la tempceratura se estudiaron en un medio basc contenien-
do 35 g de dextrosa y 10 g de extracto de levadura (DIFCO) por litro. Las siete tem-

) 0 ks = Qg H
peraturas estudiadas fucron: 1285, 17.520.5, 20, 24, 28%1,30%1 y 35£19C. El pH
del medio se ajustd con regulador de fosfatos 0.033 M y los pH estudiados fucron
5.0,6.0y 7.2

Se probaron las diferentes fuentes de carbono a 21°C en un medio s:(':liflu cnnﬂl:
siguiente composicion de base: exiracto de levadura 10 g, regulador dfl fosfato n:
M pHl 6.8, 1 litro. Las fuentes de carbono estudiadas f}le}‘on gluc‘usa, iru.dmil',?a .Iu -
tosa, manitol, glicerol, maltosa, lactosa, rafinosa, alm ulc.u} y aceite de girasol. Todas
estas fuentes de carbono se ajustaron a una cnnccnt_r.ﬂr:lon de 8.0 g de carbono 2;:lnr
litro. No se probé la sacarosa pues no €s metabolizada por los Entomoftorales
(Lallgz’;i?zri;)l.es fuentes de nitrégeno se estudiaron a 219C sobre un mcdio_sélr:d;i
con los siguientes componentes: glucosa 20 g, regulador (:lP fosfat.us U.OSSrM.ph .i :
vitaminas 1 g (suplemento vitaminico NBCo), agua destilada 1 lltrn. Las u(.ntctsl e
nitrégeno fucron: oxalato de amonio, extracto df‘. lcvadu.ra (Dllj(‘.()), r?et')pep' t;sn’
(DIFCO), casaminodcidos (DIFCO), leucina, me_tiomn_a,pmlma, valma.a-ligu:lmi{,g ac ;
aspdrtico, dcido glutduico, asparagina, glutamina, ght‘-t{l‘(ﬂf«l y una mezcla de ami-
nodcidos de concentracién equivalente. Todos los aminoacidos utlhz_ados provinie-
ron de MERCK. Al medio base sc le agregaron fudas las fuentes de mtrégen‘o‘.a una
concentracién de 1.0 g/l. No se ensayaron los nftratos puesto que no son utilizados
por los Entomoftorales, como lo demostrd Latgé (1975b).

143



La influencia de diferentes sales se estudiaron a 21°C en un medio de base que
contenfa: glucosa 20 g, hidrolizado de caseina libre de sales y vitaminas (NBCo) 10g,
Mg504 0.5 g y regulador de fosfatos 0.083 M ph 6.8. Se hitieron dos ensayos, uno
con el medio base sin sales y el otro con las sales siguientes: MgS04-7H20 (500 mg/ml),
ZnS04 .7TH0 (50 mg/1), CaCly . 7TH20 (100 mg/l), FeSO4 (20 mg/l), CuSO4 .5H20
(4 mg/l) y MnClg . 4H20 (2 mg/l) y la influencia de vitaminas sobre el crecimiento
se probd a 21°C en un medio de base conteniendo: glucosa 20 g, hidrolizado de ca-
seina libre de sales y vitaminas (NBCo) 10 g, MgS04 0.5 g y regulador de fosfatos
0.033 M ph 6.8, 1 litro. La solucién de vitaminas contenia: biotina (10-9), y 4cido

nicgl!‘nico, inositol, piridoxina, acido pantoténico y tiamina, a la concentracién de
10-5,

La influencia de diferentes concentraciones de carbono (C) y nitrégeno (N) asi
como de la relacion C/N se estudié a 21°C en un medio de dextrosa (fuente de car-
hono) y de extracto de levadura (fuente de nitrogeno). Se realizaron dos series de
medios de cultivo. Por una parte, cuatro concentraciones variables de extracto de
levadura (5, 10, 20 y 40 g/l) se mezclan con una misma concentracién de dextrosa
(20 g/1) y por otro lado se utilizan 5 concentraciones variables de dextrosa (5, 10,
20, 40 y 80 g/l) con una sola concentracion de extracto de levadura (10 g/l).

Los medios solidos con agar (15 g/l) se distribuyeron en cajas de Petri de 5 cm de
didmetro. El inoculo fue un fragmento miceliar de 5 mm de didmetro, desarrollado
sobre un medio de dextrosa (35 gfl) extracto de levadura (10 g/l). El crecimicnto se
determiné midiendo el diametro del talo fingico diariamente en 5 cajas de Petri por
parametro. El analisis estadistico se realizé utilizando un analisis de varianza seguido
del test Duncan (5%) de clasificacién de medias (Duncan, 1955),

4, Estudio de la esporulacién,

Los cultivos desarrollados sobre los diferentes medios utilizados para el crecimien-
Lo, se usaron asimismo para estudiar la capacidad del micelio para producir conidias,
Con este proposito, se separd un fragmento de micelio de 2.5 cm de diametro del
medio de cultivo y se depositd sobre una caja de plistico del mismo didgmetro, en la
superficie de un papel de celulosa (6 hojas), humidificadas con 0.2 a 0.3 ml de agua.
Después de una noche a+4°C, la caja se invirtié sobre un portaobjetos donde las co-
nidias se proyectaron durante 4 horas. Se estimd entonces el niimero de esporas con-
tando todas las conidias en un campo microscépico de 8.9 mm? en cinco lugares
diferentes del portaobjetos. Todas las muestras se hicicron por triplicado o quintu-
plicado.

Debido a la gran variabilidad obscrvada en los resultados de la esporuliacién de
E. neoaphidis y sobre todo de C. major, se hizo la siguiente escala de apreciacion:

De 0 - 10 conidias proyectadas en 4 hrs +

De 10 - 100 conidias proyectadas en 4 hrs4 +

De 100 i 2 b e

RESULTADOS

1. Influencia de la tempcratura y el pH sobre la germinacion, el crecimiento y la es-
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porulacion.

Las conidias de E. neoaphidis y C. major germinan facilmente en grescncia de
agua y condiciones Gplimas, despu ¢s de tiempos muy c'art?s de incu bacion (2 h para
C. major y 4 h para E. neoaphidis). No sc necesita ningin nutrfentc Pafa obtener
una germinacion elevada, Entre 4 y 9, ¢l pH no ticn:c ninguna mﬂucncjta. sobre la
capacidad germinativa dc las dos especies (Tabla 1). Sin embargo ll:)s pH acidos E£5)
o basicos (>8) inhiben parcialmente el desarrollo de las dos especies; los'val'orcs de
pH entre 6 y 7 permiten cl mejor crecimiento (Tabla 2). Las condu:lcfncs optimas de
temperatura son iguales para la germinacion, crecimiento y esporulacion c}c _C. mrgor
(289C), sicndo ligeramente mis elevada que la de la cepa de E. neoaphidis (24°C)
(Tablas | y 2).

TABLA 1

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y EL pH SOBRE LA GERMINACION DE
Erynia neoaphidis (1121) y de Conidiobolus major (122%)

dcrmin_aci(m (%b)

E. neoaphidis C. major
(4h)* (2h)* (3 h)*
Temperatura G
9.51 0.5 6 (e)** 0 (f) 0 (d)
15,5 £0.5 58 (c) 1(e) 24 (c)
19t 85 (a) 10 (d) 78 (b)
2241 78 (a) 32 (c) 94 (a)
251 0.5 80 (a) 56 (b) 99 (a)
28.64+0.5 71 (b) 94 (a) 96 (a)
44.5+0.5 18 (d) 0 (f) 0 (d)
H
2 0 (c) 0 (c)
4 39 (b) 90 (b)
5 59 (a) 100 (a)
6 53 (a) 100 (a)
7 66 (a) 100 (a)
8 52 (a) 100 (a)
9 44 (a) 97 (a)
10 33 (b) _NE

* Tiempo de germinacion en horas. N o
*#% Las letras iguales entre paréntesis indican que los porcentajes no difieren signifi-
cativamente segin el test Duncan (5%) de clasificacién de medias.

NFE No efectuado.
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TABLA 2
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INFLUENCIA DE LA TEMPE RATURA Y pH SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA ESPORULACION DE

Erynia neoaphidis (1121) y Conidioboius major (1231 y 1234),

Esporulacion

Crecimiento (mm)

. major

C

E. neoaphidi.

. major (6d)*
XEDS**

C

E. neoaphidis (13 d)*
XEDS**

Temperatura °C

+ +

0 (d)
0 (d)

9+2 (e)***
25% 3 (d)
36+ 3 (c)

17.53% 0.5

12+2
20*0

+ +
+ 4+ +
++

++ 4

4 (a)
(

-
NE
0

11+1 (c)

2477 (b)

28

*3 (d)
2773 (d)
0

48+ 2 (a)
(f)

44+3

24+
281
301
35+

20+13 (b)
*1(a)
5020 (a)

48+1

23+2 (b)
4871 (a)
500 (a)

H
5
6
7

* Tiempo de crecimiento (d= dias)

*%

1 test Duncan (5%) de

segun e

ntesis indican que los valores no difieren significativamente

are:

10
*** Las letras iguales entre p

4
'.a
v
E
o
T g
£%
‘S B
5
i
82
|75
=

2. Influencia de los nutrientes sobre ¢l crecimicnto y la esporulacion.

a) Fuentes de carbono,

E. neoaphidis y C. mafor no presentan exigencias absolutas en azacares y fueron
capaces de metabolizar un gran nimero de fuentes de carbono, Las fuentes gue per-
miticron el mejor crecimiento y esporulacion para las dos especies fueron: glucosa,
fructosa, maltosa y abnidon (Tabla 3). La galactosa, parecié mas favorable a la espo-
rulacion que para el crecimiento. Por otro lado, aunque el erecimiento de estos hon-
gos esté bastante extendido en los medios con lactosa, en realidad es un crecimiento
pobre, puesto que la masa miceliar es muy difusa.

b) Fuentes de nitrogeno.

Las fuentes de nitrogeno mas favorables al crecimiento (hidrolizados de proteina
o mezcla compleja de aminodcidos) permitieron también una mejor esporulacion,
con excepcion de la neopeptona (Tabla 4). El menor crecimiento y esporulacion se
abservd cuando se utilizaron aminodcidos por separado o sales de amonio (Tabla 4).

¢) Sales minerales y vitaminas.

Lias vitaminas favorecicron el crecimiento de E. neoaphidis mientras que las sales
minerales no tuvieron ninguna influencia sobre este hongo (Tabla 5). Un experimen
1o posterior demostro que cuando las vitaminas son ensayadas por separado, no esti-
mulan ¢l crecimiento. Por lo tanto, se necesité un complejo de vitaminas para asegu-
riar ¢l buen crecimiento de estas especies. Los resultados irregulares obtenidos en la
esporulacion no permiten una interpretacion estadistica. A pesar de cso, la esporula-
cion parece similar en los diferentes medios.

d) Diferentes concentraciones de fuentes de carbono y nitrogeno.

Fl crecimiento de los hongos estudiados fue proporcional a la concentracion del
extracto de levadura. S6lo una concentracion de extracto de levadura de 40 g/l inhi-
bio fuertemente el crecimiento de C. major (Tabla 6).

Las diferentes concentraciones de glucosa, ensayadas entre 5 y 80 g/l, no demos
traron tener influencia en el crecimiento de E. neoaphidis, inientras que las altas
concentraciones de dextrosa inhibieron el desarrollo de C. major; sin embargo, des-
pués de 18 dias, el crecimiento de C. major llega hasta los bordes de la caja de Petri
independientemente de la concentracion de dextrosa utilizada:los medios de cultivo
que tenian la mayor concentracién de dextrosa exhibieron una colonia plisada lo
que representa un crecimiento cuantitativamente mais elevado que una colonia lisa,
Por lo tanto, concentraciones elevadas de dextrosa de 80 g/l permiticron un desarro-
llo mds importante del hongo, que bajas concentraciones de este azicar,

La esporulacién fue proporcional al crecimiento en Erynia neoaphidis. l.as con-
centraciones altas de dextrosa fueron desfavorables en la obtencién de una buena
conidiogénesis de E. neoaphidis, mientras que para C. major todos los medios utili-
zados en este experimento produjeron una conidiogéncsis similar.

DISCUSION

Entre las difcrentes cepas de C. major (1223, 1231 y 1234) estudiadas no se en-
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TABLA 3

INFLUENCIA DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA ESPORULACION DE
Erynia neoaphidis (1121) y Conidiobolus major (1231 y 1234).

Crecimiento (mm) Esporulacion

Fuentes de E. neoaphidis C. major E. neoaphidis C. major

_carbono (8d)* (4 d)*

(8gcn) X+DS** X1 DS**
Glucosa 5010 (a)**+* 49+1 (a) + 4+ *
Galactosa 447*4 (b) 36%4 (c) +++ e
Fructosa 50210 (a) 49% 2 (a) +++ + +
Manitol 37+3 (b) NE + NE
Glicerol 39+6 (b) 361 (c) +++ +
Maltosa 4713 (a) 464 (a) +4++ +
Lactosa NE 48% 2 (a) © NE NE
Rafinosa NE 40% 4 (b) NE NE
Almidon 45710 (a) 40%5 (b) s sl 5 *
Aceite de tornasol NE 25%7 (d) NE NE

* Tiempo de crecimiento (d = dias)
s n=10
*** Las letras iguales entre paréntesis indican que los valores no difieren significativamente segiin el test Duncan (5%) de
clasificacion de medias.
NE No efectuado
o Crecimiento muy poco denso

TABLA 4
INFLUENCIA DE FUENTES DE NITROGENO SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA ESPORULACION DE
Erynia neoaphidis (1121) y C. major (1231 y 1234)

Crecimiento (mm) Esporulacion
Fuentes de E. neoaphidis C. major E. neoaphidis C. major
nitroégeno (14 d)* (13 d)*
(1 gfl) XEDS** FT Dg**
Oxalato NHy 1321 (d)*** 1521 (d) % +
Leucina 13+ 3 (d) NE - b
Metionina 18%1 (c) NE - NE
Prolina 12%1 (d) NE + NE
Valina 1313 (d) NE + X1
Arginina 13+ 0 (d) 15+ 0 (d) + +
Ac. aspdrtico 8 +1(d) 10+ 0 (d) > -
Ac. glutimico 13+ 2 (d) 101 (d) + +
Asparagina 13+1 (d) 21+ 4 (c) + e
Glutamina 11%1 (d) 1512 (d) ¥ +
Glicina 143 (d) 152 (d) + +
Mezcla de 19 am. ac, 50%0 (a) 42+1 (b) + +
Casaminodcidos 43% 3 (b) 45+ 2 (b) + +
Neopeptona 5010 (a) 50t 0 (a) + +
+++ +++

Extracto de levadura 500 (a) 5010 (a)

* Tiempo de crecimiento (d =dias)
** n=10
##% Las letras iguales entre paréntesis indican que los valores no difieren significativamente segin el test Duncan (5%) de
clasificacion de medias.
NE No efectnado.



contraron diferencias en cuanto a su comportamiento frente a los factores fisicos y
nu tricionales estudiados.

Las temperaturas 6ptimas para el crecimiento de E. neoaphidis y C. major son ca-
racteristicas de zonas de clima tropical y corresponden a las temperaturas promedio
observadas en la planicie del Estado de Veracruz (Golfo de México) durante el perio-
do de actividad del hongo (julio a septiembre) (Contreras, comunicacién personal).

Un medjo definido que permite el mejor crecimiento de estos hongos contiene
glucosa, una mezcla de 20 aminodcidos y sus vitaminas, Sin embargo, también puede
obtenerse un buen crecimiento utilizando una fuente de nitrégeno compleja en au-
sencia de vitaminas. Estas exigencias nutricionales promedio son de utilidad para los
Entomoftorales (Latgé, 1981). Pero también, estos hongos pueden ser cultivados en
medios sencillos tales como harina de soya o algodén, extracto soluble de maiz, acei-
te de maiz no refinado (Latgé et al., 1977, Latgé & Perry, 1981, Latgé, 1982) o gra-
nos de cereales, en particular arroz que permite una conservacién del micelio por
mayor tiempo. Por consiguiente, la produccién en masa de estos hongos podria ser
llevada a cabo ficilmente y de manera econémica (Latgé, 1982), para ser utilizada
en el control biolégico de 1a mosca pinta, a través de la aspersién en el campo.

TABLA 5

INFLUENCIA DE SALES Y VITAMINAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE
Erynia neoaphidis (1121) y C. major (1234)

Crecimiento (mm)

E. neoaphidis C. major
(15 d)* (9 d)*

xIDS** xtDS*+
Medio sin vitaminas 300 (b)*** 361 (a)
Medio con vitaminas 4615 (a) 29% 12(a)
(23 d)*
Medio sin sales 42+2 (a) 1319 (a)
Medio con sales 10*3 (a)

3911 (a)

* Tiempo de crecimiento (d=dfas)
** n=10
*%* Las letras iguales entre paréntesis indican que los valores no difieren signifi-
cativamente segiin el test Duncan (59%) de clasificacién de medias.
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TABLA 6

INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DEXTROSA Y EXTRACTO DE LEVADURA SOBRE EL

CRECIMIENTO Y ESPORULACION DE E. neoaphidis (1121) y C. major (1234)

Esporulacion

Crecimiento (mm)

Concentraciones

C. major

E. necaphidis

C. major

E. neoaphidis

extracto de

dextrosa

(18 d)*
.

(14 d)*

levadura

(g/)

DS**

XEDS**

(g/1)

Ll A,

+

+ +

38%0 (b)
500 (a)

(b}t *¥

2111 (b)

19+9
50t 1 (a)

80
80
80

10
20

50+ 0 (a)

+
4

6% 0(c)

(11 4)

50%1 (a)

40

80

+ + o+ + o+

+ o+

+ 4+ + 4

+ 4+ ++ 4+

(18 d)

500 (a) 5020 (a)

32+22 (a)
4273 (a)

10
10
20
10
10

5010 (a)

35%9 (b) 50%0 (a)
17%1 (c) 50F 0 (a)
131 (d) 50%0 (a)

50%0 (a)

38%11 (a)
4510 (a)

20
40
80

15+ 3 (b)

dias)

* Tiempo de crecimiento (d=

** 5

10 )
*#% ]as lctras iguales entre paréntesis indican que los valores no difieren significativamente segiin el test Duncan (5%) de

clasificacion de medias.
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