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Response of two Chilean Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
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ABSTRACT

Two Chilean isolates of Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin (QU-M363 and QU-M221b)
were exposed to increasing doses of ultraviolet light
(UV) under laboratory conditions. Conidia suspended
in aqueous solution were spread on Petri dishes
containing agar-agar and were placed under a UV lamp
(A =254 nm). Without sunscreen, exposure of conidia
to UV-C light reduced germination after 40 s from 80-
95% to 5-2%, for QU-M221b and QU-M363,
respectively. Using the solar screen Blankophor P167®
at 1% w/v, conidia germination decreased after 40 s
from 68-82% to 50-33% for QU-M221b and QU-
M363, respectively. Results indicate that the sunscreen
Blankophor P167 is a potential adjuvant to be used in
biopesticides based on M. anisopliae.
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RESUMEN

Dos aislamientos chilenos de Metarhizium anisopliae
(Metchsnikoff) Sorokin (QU-M363 y QU-M221b)
fueron expuestos a dosis crecientes de luz ultravioleta
(UV), en condiciones de laboratorio. Conidias en
suspension acuosa fueron esparcidas en placas Petri
con agary éstas fueron puestas bajo una lampara de luz
UV-C (A=254nm). Sin el protector solar, la exposicion
de las conidias durante 40 s redujo su germinacion de
80-95% a solo 5-2%, para QU-M221b y QU-M363,
respectivamente. Usando el protector solar Blankophor
P167® al 1% p/v, la germinacion de las conidias, tras
40 s de exposicion, se redujo desde 68-82% a 50-33%
para QU-M221b y QU-M363, respectivamente. Los
resultados indican que este protector solar es un
potencial adjuvante para ser usado en biopesticidas
basados en M. anisopliae.

Palabras clave: radiacion solar, hongos
entomopatdgenos, protector solar, biopesticida, luz
ultravioleta.
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INTRODUCCION

Diversos organismos (hongos, bacterias,
protozoos y nematodos) y particulas virales son
usados como ingrediente activo de bioplaguicidas
desarrollados contra numerosos artrépodos plaga.
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
es uno de los hongos entomopatdégenos mas
utilizados como base para desarrollar
bioplaguicidas, varios de los cuales se usan
comercialmente en el control de plagas aéreas y
subterraneas en regiones tales como el Africa
sub-sahariana y Oceania (Bateman et al., 1993;
Shah et al., 1998).

La region del espectro solar comprendida entre
los 100-400 nm es conocida como radiacion
ultravioleta (UV), la que se divide en tres tipos:
UV-A (400-320 nm), UV-B (320-290) y UV-C
(290-100 nm). La radiacion solar, incluyendo la
luz UV, juega diversos roles en la vida de los
hongos, tanto positivos como negativos. Este
factor reduce la sobrevivencia de las esporas de
diversos hongos entomopatogenos (Inglis et al.,
1995), incluyendo el género Metarhizium
(Bateman et al., 1993; Fargues et al., 1996;
Morley-Davies et al., 1996). La radiacion UV
induce efectos negativos en las células como
consecuencia de su acciéon sobre diversas
moléculas: porfirinas, carotenoides, esteroides,
quinonas, proteinas y acidos nucleicos (Diffey,
1991). En hongos, estos efectos negativos pueden
causar retraso del crecimiento, mutaciones o
muerte celular (Braga et al., 2001a).

El ADN expuesto a la radiaciéon UV puede sufrir
lesiones directas e indirectas. El dafio directo
resulta de la formacion de fotoproductos tales
como dimeros de pirimidinas (aparicion de enlaces
covalentes entre bases pirimidimicas adyacentes:
citosina-citosina o citosina-timina), hidratos de
pirimidina y entrecruzamientos entre ADN y
proteinas. El dafo indirecto se debe principalmente
a la aparicion de especies de oxigeno reactivo
(peroxido de hidrogeno, oxigeno singlete y
radicales hidroxilos) que oxidan la pentosa
presente en el ADN y rompen la hebra de la
molécula (Diffey, 1991). Ambos tipos de dafio
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interfieren la replicacion normal del ADN, si
superan los mecanismos de reparacion de la célula
y producen mutaciones o la muerte de la célula,
dependiendo de la cantidad de energia recibida
(Cerda-Olmedo et al., 1996).

Numerosas estrategias, solas o en combinacion,
han sido usadas para evitar o paliar el efecto
negativo del exceso de radiacion UV en los
biopesticidas: aplicacién en épocas del afio y
horas del dia con menor insolacién, uso de
cubiertas, incorporacion al suelo, encapsulacion,
adicion de anti-oxidantes y uso de adyuvantes
(Shah et al., 1998; Ragaei, 1999). Entre los
adyuvantes mas comunes, se citan diversos aceites
(Bateman et al., 1993), ademas de protectores
solares de la industria cosmética, blanqueadores
de pulpa de papel y realzantes del color de la ropa
(Argauer y Shapiro, 1997). La eficacia de estos
adyuvantes en el campo se ha demostrado para
algunos virus entomopatdégenos (Shapiro y
Vaughn, 1995), pero los estudios en Metarhizium
estdn en etapas iniciales o no han resultado
efectivos (Shah et al., 1998), por lo cual se ha
intensificado la bisqueda de nuevas sustancias
que sirvan para este fin.

Un protector solar derivado del 4cido 4,4-diamino-
estilbeno-2,2-disulfoénico (Blankophor P167,
Bayer, Alemania) se utiliza como abrillantador
optico en el blanqueado del papel y para prevenir
el destefiido de la ropa. Este protector solar ha
incrementado la eficacia del Baculovirus de la
polilla gitana (Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera:
Lymantriidae)), disminuyendo la inactivacion del
virus por la luz solar (Argauer y Shapiro, 1997).
Una mayor persistencia de las esporas podria
incrementar la eficacia, reducir el costo y el nimero
de aplicaciones requeridas para lograr un control
adecuado, especialmente de aquellas plagas que
tienen un largo periodo de emergencia. En
consecuencia, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de este protector solar en la
sobrevivencia de dos aislamientos chilenos de M.
anisopliae expuestos alaluz ultravioleta, en orden
aincorporarlo en un futuro biopesticida basado en
este hongo entomopatdgeno.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos utilizados
Se utilizaron dos aislamientos del hongo M.
anisopliae pertenecientes a la Coleccion de

Organismos Entomopatdgenos del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro
Regional de Investigacion Quilamapu, Chillén,
Chile (Cuadro 1).

Cuadro 1. Origen de los aislamientos chilenos de Metarhizium anisopliae.
Table 1. Origin of Chilean Metarhizium anisopliae isolates.

Aislamiento Procedencia Localidad Region Pais Latitud

QU-M363 Adulto de Sericoides sp. Pinto VIII Chile 36°S
(Coleoptera: Scarabacidac)

QU-M221b Suelo Bahia Mansa X Chile 41°S

Procedimiento

Las muestras originales se mantuvieron
criopreservadas en nitrégeno liquido a —196°C.
Para los ensayos, se inocularon placas Petri que
contenian medio agar-papa-dextrosa (PDA) al
2%. Las placas se mantuvieron 20 dias a 20°C en
oscuridad, hasta que el micelio del hongo cubrié
la superficie del medio y se observd una
esporulacion completa. La extraccion de las
conidias se realiz6 agregando agua no clorada y
humectante (Tween 80 al 0,05%) a la placa y se
raspd con un asa metalica. Esta suspension se
homogeneizé en un agitador magnético durante 5
min, al cabo de los cuales se determind la
concentracion de conidias mediante un recuento
microscopico en un hematocitometro. Cada
suspension se diluy6 hasta una concentracion de
1 x 10° conidias mL !y se extrajeron dos alicuotas,
una de las cuales recibio protector solar al 1%
peso/volumen (p/v), mientras que la otra alicuota
no recibio ninguna sustancia.

Cada alicuota (1 mL) se esparcié con una
jeringa en placas Petri (J = 55 mm, altura 13
mm) con medio agar-agua al 2%, con un espesor
menor a 4 mm. La exposicion de las esporas a
la luz UV-C se realiz6 colocando las placas
destapadas a 50 cm de distancia vertical de una
lampara de mercurio de 30 W (Philips, modelo
TUV 30, Holanda), que emitia luz ultravioleta
de A =254 nm.

Una vez cumplido el tiempo de exposicion, las
placas se retiraron de la cdmara, se taparon y
sellaron. Posteriormente, se mantuvieron en
oscuridad en una sala a 20°C. La viabilidad se
determin6 24 h después de la exposicion. De la
zona media de cada placa se extrajo una faja de
agar de 3 mm de ancho y de igual longitud que el
didmetro de la placa. Este trozo de agar se puso en
un portaobjeto y se examindé a 100X bajo un
microscopio compuesto. Se consideré que una
conidia habia germinado cuando habia emitido un
tubo germinativo de igual o mayor longitud que el
largo maximo de la espora. La germinacién se
calculé como 100 (nimero conidias germinadas/
numero total de conidias examinadas) y se examino
un total de 60 conidias por repeticion.

Considerando que la germinacion inicial de ambos
aislamientos fue distinta, los resultados de
germinacion de cada tratamiento fueron
transformados para crear una nueva variable
llamada “actividad original remanente”. Esta
variable expresa la germinaciéon de cada
tratamiento como un porcentaje de la germinacién
alcanzada por su respectivo control. Dado que la
germinacion de cada control no estaria expuesta a
los efectos de la radiacién UV se considerd a
priori como la germinaciéon maxima. Esta
transformacién permitié evaluar ambos
aislamientos en una escala equivalente. Para
calcular esta variable se aplico la siguiente formula
(Aylor y Sanogo, 1997):
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AOR = (G, / Gy) x 100

donde AOR = actividad original remanente; G; =
germinacion (%) de las esporas al tiempo i-ésimo;
y G, = germinacion (%) de las esporas del
tratamiento control respectivo.

Analisis estadistico
Se utilizé un diseflo completamente al azar, con
tres repeticiones por tratamiento. Los tratamientos
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se dispusieron en un arreglo factorial,
considerando como factores el tiempo de
exposicion (0, 10, 20, 30, y 40 s); adicion de
protector solar (con y sin protector solar); y los
aislamientos (QU-M363 y QU-M221b). Las
medias de cada tratamiento fueron sometidas a
un ANDEVA (Cuadro 2) y se compararon,
cuando correspondia, mediante el test de minima
diferencia significativa (o = 0,05), utilizando
el programa IRRISTAT (IRRI, 2002).

Cuadro 2. ANDEVA de tres vias para la actividad original remanente (%) de dos aislamientos de
Metarhizium anisopliae expuestos a luz UV-C.
Table 2. Three-way ANOVA for original activity remaining (%) of two Metarhizium anisopliae

isolates exposed to UV-C light.

Fuente gl CM F
Aislamiento 1 21470.4 118,25 #x
Protector 1 13650,4 75,18 s
Tiempo 4 17048,7 93,90 =
Aislamiento x Protector 1 3360,02 18,51
Aislamiento x Tiempo 4 2088,42 11,50 %=
Protector x Tiempo 4 1476,75 8,13 wx
Aislamiento x Protector x Tiempo 4 1292,18 T2 s
Residuo 40 181,567

Total 59 2260,47

** P <0,01; gl = grados de libertad; CM = cuadrado medio; F = test F.

RESULTADOS Y DISCUSION

Compatibilidad entre conidias y protector solar
La germinacion de las conidias en suspension
acuosa no fue afectada por la adicion del protector
solar, a pesar que éste es un derivado del acido
4.4’°-diamino-estilbeno-2,2’-disulfonico,
compuesto que contiene estilbeno en su estructura,
al igual que numerosas fitoalexinas. Debido al
reconocido efecto fungicida de las fitoalexinas
(Kuc, 1994), una molécula afin estructuralmente
podriahaber tenido efectos similares. Sin embargo,
este efecto deletéreo potencial no se produjo, y el
porcentaje de germinacion de las esporas sin
contacto con Blankophor fue similar (P > 0,05) al
de las esporas que recibieron el protector solar, en
ambos aislamientos (Figura 1).

Efecto de laradiacion UV en la germinacion de
las conidias

La germinacion de las conidias expuestas a la
radiacion UV sin protector solar vario dependiendo
del aislamiento considerado y de la dosis de luz
UV (P <0,05). La exposicion de 10 s no afecto la
germinacion de QU-M363, la que sdlo se redujo
apartir de los 20 s de exposicion, mientras que en
el aislamiento QU-M221b este efecto negativo
ocurri6 en todos los tiempos de exposicion, en
forma creciente (Cuadro 3). A los 20 s, la
magnitud de la pérdida de viabilidad fue mas
marcada para QU-M221b que para QU-M363;
éste mantenia atin el 37% de la germinacion de su
control, mientras que el primero perdié toda la
capacidad de germinar. La exposicion a tiempos
mayores que 20 s afectd por igual a ambos
aislamientos (P > 0,95) cuando no se utilizo el
protector solar (Cuadro 3).
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Figura 1. Compatibilidad entre esporas de dos aislamientos de Metarhizium anisopliae y un protector solar.
Figure 1. Compatibility between spores of two Metarhizium anisopliae isolates and a sunscreen.
Barras con las mismas letras son estadisticamente iguales seglin prueba de Minima Diferencia Significativa (P = 5%)

Cuadro 3. Actividad original remanente (%) de dos aislamientos de Metarhizium anisopliae expuestos a luz UV-C.
Table 3. Remaining original activity (%) of two Metarhizium anisopliae isolates exposed to UV-C light.

QU-M221b

Actividad original remanente (%)

Tiempo exposicion (s)

Sin protector solar

Con protector solar

0 100 a
10 36,7b
20 0 ¢
30 0 ¢
40 0 ¢

100 a 0 ns
78,1 a -41,4 *
31,3b -31,3 *
3,1c -3,1 ns
0 ¢ 0 ns

QU-M363

Actividad original remanente (%)

Tiempo exposicion (s)

Sin protector solar

Con protector solar

0 100 a
10 101,8 a
20 36,8 b
30 10,5 ¢
40 1,8 ¢

100 a 0 ns
120 a -18,2 ns
122 b -85,2 *
94 a -83,5 *
41 ¢ -39,2 *

Medias con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (Minima Diferencia Significativa MSD = 0,05).
En sentido horizontal, ns = no significativo, * = significativo al 5%, indican la significancia de las diferencias entre medias (5% MDS =22,23).

Estos resultados concuerdan con la existencia de
variabilidad en la resistencia a la luz UV en M.
anisopliae y coinciden con lo informado por
diversos autores, quienes también encontraron
variabilidad en la respuesta a diversos factores
ambientales, incluyendo la luz solar (Tobar et al.,
1996; Morley-Davies et al., 1996). Ignoffo y
Garcia (1992) informaron que conidias mas

pigmentadas resisten mejor la luz solar. Si bien
este parametro no fue evaluado, las potenciales
diferencias de color no fueron aparentes a simple
vista, por lo que posiblemente otros mecanismos
podrian ser responsables de estas diferencias. El
incremento de laresistencia a laradiacion obtenido
en virus entomopatdgenos utilizando antioxidantes
o enzimas oxidativas (Ragaei, 1999) sugiere la
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necesidad de evaluar si aislamientos de M.
anisopliae difieren en la capacidad de producirlas,
evitando el dafio producido por compuestos con
oxigeno reactivo.

La eleccién aleatoria de estos aislamientos y su
reducido nimero dan base para especular que si se
examinara esta variabilidad con un nimero mayor
de aislamientos, provenientes de condiciones
ecologicas muy diferentes, estas diferencias
podrian acentuarse y servir para seleccionar
aislamientos que tengan un mejor desempefio en
condiciones de alta luminosidad o para transferir
€s0s rasgos a otros aislamientos o especies.

Efecto del protector solar

La adicion del protector solar atenu6 el efecto
negativo de la radiaciéon UV en ambos
aislamientos (P < 0,05). En el aislamiento QU-
M363, la adicion de este compuesto permitid
que la germinacion fuera similar a su control (P
> 0,05), excepto en la dosis mas alta de luz UV
(Cuadro 3). Al comparar las esporas protegidas
con las no protegidas, las primeras germinaron
3,3y 9,3 veces mas que las segundas, para 20 y
30 s, respectivamente. La germinacion de QU-
M363 disminuyo6 sélo al recibir la dosis mas alta
de luz UV (40 s), pero este 37% de actividad
remanente fue muy superior (P < 0,05) si se
compara con la germinacién de las esporas no
protegidas, la que fue totalmente suprimida por
la misma dosis de radiacion UV-C.

En el aislamiento QU-M221b (Cuadro 3), el efec-
to positivo del protector solar fue parcial y sélo
ocurri6 en los dos tiempos mas breves de exposi-
cion (P < 0,05), ya que las dos dosis mayores de
luz UV inactivaron completamente las conidias,
independientemente de la adicion del protector
solar (P > 0,05). El origen de esta diferencia entre
aislamientos podria atribuirse a diferentes presio-
nes de seleccion debido a su origen geografico
(Cuadro 1), ya que existen antecedentes que indi-
can una menor tolerancia hacia la irradiacion a
medida que aumenta la latitud de origen del aisla-
miento (Braga et al., 2001b).

Los tiempos de exposicion necesarios para re-
ducir sustancialmente la germinacion fueron
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extremadamente bajos (menos de 1 min) en este
ensayo, en comparacion a los resultados
informados en otros ensayos in vitro, en los cuales
se sefiala que los tiempos letales 50 (TLs) variaron
entre 1 a 4 h para algunos géneros de
entomopatdégenos representativos como
Metarhizium sp., Beauveria sp. y Nomuraea sp.
(Moore et al., 1993).

Estas diferencias podrian ser explicadas por
varias razones, principalmente metodologicas.
En primer lugar, la fuente de luz en esos estudios
consistid en un simulador de luz solar que emitia
radiaciéon UV-A (400-320 nm), radiacion UV-B
(320-290 nm), radiacion fotosintéticamente
activa (PAR, 400-700 nm) e infraroja (IR > 700
nm). Todos los tipos de radiacion nombrados,
por su menor longitud de onda, son menos
energéticas que la radiacion UV-C (254 nm)
utilizada en este ensayo. En relaciéon con lo
anterior, Cerda-Olmedo et al. (1996) senalaron
que laUV,, es, al menos, 10 veces mas letal que
la luz UV-B (320-290 nm).

En segundo lugar, las moléculas blanco de la
radiacion UV-C (tentativamente proteinas y
ADN), tienen sus maximos de absorcion entre
260-270 nm. En consecuencia, estas
macromoléculas absorberian mucha mas energia
en la longitud de onda UV ,,, ya que este valor
esta mas cerca de los maximos de absorcion del
ADN (260-265 nm) y de las proteinas (220 y
280 nm) que otras longitudes de onda (Diffey,
1991).

Elmecanismo que explicaria el efecto del protector
solar estaria relacionado con la disipacion de
energia por medio de la fluorescencia. El estilbeno,
la molécula de la cual deriva este compuesto,
tiene dos maximos de absorcion (220 y 294 nm)
(Duetal., 1998). Al incorporarse a la suspension,
el protector solar absorberia la energiay la emitiria
como radiaciéon de onda mas larga (350 nm),
compitiendo con las proteinas y el ADN, que
tienen maximos de absorcion cercanos a los de
esta pantalla solar, como se sefiald anteriormente.

De comprobarse su utilidad en campo, este grado
de proteccion, aunque no total, podria representar
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una diferencia importante en el desempefio de un
biopesticida. A diferencia de los insecticidas
quimicos, los micoinsecticidas tienen
ingredientes activos capaces de reproducirse.
Unmodelo desarrollado por Thomas ez al. (1997),
para describir el efecto de Metarhizium
flavoviride Gams & Rozsypal (posteriormente
M. anisopliae var. acridum Driver & Milner) en
la poblacion del acridido Hieroglyphus
daganensis Krauss, demostrd que s6lo el 48% de
la mortalidad total se debid al contacto directo
entre las esporas aplicadas y los insectos, mientras
que la ruta de infeccion secundaria (esporas
residuales) representd el 40% de la mortalidad
total. De acuerdo a éstos y otros autores
(Langewald et al., 1997), incluso incrementos
muy pequefios en la actividad residual de las
esporas causaron grandes incrementos en la
mortalidad total, tanto en la misma temporada
como entre temporadas. Esta particular forma de
accion de los micoinsecticidas reafirmaria la
importancia de incrementar la actividad residual
de M. anisopliae para que esas esporas se
transformen en focos de una epizootia secundaria,

en la medida que las condiciones ambientales
favorezcan el desarrollo de la enfermedad.

CONCLUSIONES

Los aislamientos chilenos QU-M221by QU-M363
de M. anisopliae, presentaron respuestas diferentes
frente a dosis similares de luz UV-C.

El protector solar aminor¢ la pérdida de viabilidad
de las conidias causada por la luz UV, cuando los
tiempos de exposicion fueron bajos o intermedios
(entre 10-20 s).

La capacidad de proteccion e inocuidad hacia las
conidias permiten que este protector solar sea un
adyuvante potencial en la formulacion de un
biopesticida a base de M. anisopliae.
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