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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo desarrollar una metodologia para evaluar el
efecto de propagulos y metabolitos secundarios de 16 aislamientos de hongos
entomopatdégenos (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii y
Purpureocillium lilacinum), sobre la cochinilla harinosa, Pseudococcus elisae, bajo
condiciones de laboratorio. Inicialmente se evaluaron tres diferentes vegetales: chayote
(Sechium edule), camote (Solanum batatas) y tacaco (Frantzia tacaco), como sustrato para
el acondicionamiento de las cochinillas en sus respectivas unidades experimentales. En
esta prueba se evaluo la mortalidad y la produccidn de ceray ovisacos por parte del insecto.
Posteriormente, se evalud la capacidad de diferentes productos dispersantes (Traspore®,
Limonoil®, Break thru® y Cosmo-IN d®), como coadyuvantes para la humectacion de la capa
cerosa del insecto, y para determinar su posible efecto sobre la mortalidad de los insectos
y la germinacién de los propagulos (conidios) de los hongos. Se utilizaron modelos
experimentales completamente al azar, y los datos se analizaron mediante regresion
logistica (SAS, version 9.3). El chayote mostr6 ser el mejor sustrato para el
acondicionamiento de los insectos, pues al octavo dia luego de su inoculacién en los
vegetales, present6 el menor porcentaje de mortalidad (5,3%; Pr>0,5897) y ademas propicio
condiciones que permitieron una mayor produccion de cera y ovisacos. Los dispersantes
gue lograron humectar la capa cerosa del insecto fueron Break thru® y Cosmo-IN d®, a
concentraciones al 0,06% y 0,8%, respectivamente. Se eligio el dispersante Break thru® por
haber propiciado la menor mortalidad (6%) sobre el insecto al octavo dia (P>0,083), en
comparacién con Cosmo-IN d®. Asimismo, Break thru® no afecté la germinaciéon de los
conidios (Pr>0,1951) de B. bassiana, M. anisopliae, L. lecanii y P. lilacinum.

Los hongos se evaluaron a través de 6 experimentos y para su reproduccion se utilizé
un sistema bifasico. A partir de la fase liquida del medio inductor se extrajo el filtrado crudo
conteniendo los metabolitos secundarios (M), el cual se evaluo al 5% de concentracion (v/v);
y a partir de su fase sélida, se obtuvieron los propagulos (P) infectivos, que se evaluaron a
una concentracion de 5,0x107 conidios/ml (100% viables). La mitad de los cultivos se les
adicioné quitina coloidal (tratamientos MQ y PQ), 6 cuticula extraida de Galleria mellonella
(tratamientos MP y PP), con el objetivo de estimular la produccién de enzimas liticas por

parte de los hongos, y determinar su posible efecto sobre la mortalidad del insecto. Se utilizé
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un disefio experimental factorial 5x3x1 (medio inductor x aislamiento x testigo), para cada
bioensayo se le realiz6 un andlisis estadistico utilizando el modelo lineal generalizado,

usando la funcion l6gito como funcion vinculante [Logito (X) = log [p (X) / (1-p (X)]].

El andlisis individual de los bioensayos, los aislamientos y los tratamientos, mostraron
diferencias estadisticas respecto al testigo (P<0,005). Ademas, no se encontrd interaccion
entre los tratamientos y los aislamientos de hongos entomopatégenos (P=0,2618); y
tampoco al considerar los seis bioensayos en su conjunto (P=0,2592). Los aislamientos que
mostraron una mayor mortalidad fueron: ENTO-05 (B. bassiana), LL-56 (L. lecanii), ENTO-
29 (M. anisopliae) y ENTO-01 (B. bassiana), con porcentajes mortalidad del 49,4%, 42,1%,
38,5% y 38,3% respectivamente, difiiendo estadisticamente (P<0.0001) de los otros
aislamientos. La adicion de quitina coloidal permitié al tratamiento con propagulos (PQ) de
los hongos, alcanzar la mayor mortalidad sobre el insecto con un 41,7%, difiriendo
significativamente (P<0,0003) de los otros tratamientos (PP, MQ y MP). Los resultados
obtenidos permitieron comprobar que la adicién de quitina induce en los hongos a una mayor
mortalidad sobre el insecto, lo cual a su vez hace suponer que esto es el resultado de una
mayor actividad enzimatica que degrada a este biopolimero estructural presente en la
cuticula del insecto, y lo predispone a ser infectado por los hongos. Asimismo, la
investigacion permitié desarrollar un sistema practico para evaluar el efecto de los hongos

y sus filtrados, sobre la cochinilla harinosa, P. elisae.

Palabras claves: banano, control bioldgico, Pseudococcus elisae, hongos entomopatégenos,

guitinasas, proteasas.



ABSTRACT

The present study was aimed to develop a methodology to evaluate the effect of
propagules and secondary metabolites of 16 isolates of entomopathogenic fungi (Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii and Paecilomyces lilacinus) on the
mealybug Pseudococcus elisae under laboratory conditions. Initially three different
vegetables were evaluated: squash (Sechium edule), sweet potato (Solanum batatas) and
tacaco (Frantzia tacaco), as substrates for the conditioning of the mealybugs in their
respective experimental units. In this test the mortality rate and the production of wax and
ovisac by the insect were evaluated. Then, the ability of different dispersant products
(Traspore ®, Limonoil ®, Break thru® and Cosmo-IN d®) as coadjutant for the wetting of the
waxen layer of the insect was evaluated as well as determining its possible effect on the
mortality of the insects and the germination of the propagules (conidia) of the fungi. It was
used fully randomized experimental models, and data were analyzed by logistic regression
(SAS, version 9.3). The squash showed to be the best substratum for the conditioning of the
insects, since at the eighth day after the inoculation in the vegetable, it presented the lowest
percentage of mortality (5,3%; Pr>0,5897) and also it propitiated conditions that allowed a
higher production of wax and ovisac. The dispersants that could wet the waxen layer of the
insect were Break thru® and Cosmo-IN d® at concentrations of 0.06% and 0.8%,
respectively. The Break thru® dispersant was chosen because it caused the lowest mortality
(6%) of the insects at the eighth day (P>0.083), compared to Cosmo-IN d®. Also, Break
thru® did not affect the germination of the conidia (Pr>0.1951) of B. bassiana, M. anisopliae,

L. lecanii and P. lilacinus.

The fungi were evaluated through six experiments and for their reproduction a
biphasic system was used. From the liquid phase of the inducing medium, the crude filtrate
with the secondary metabolites (M) was extracted, which was evaluated at 5% concentration
(v/v); and from its solid phase, infective propagules (P) were obtained, which were evaluated
at a concentration of 5.0x107 conidia/ml (100% viable). Half of the cultures were spread with
colloidal chitin (MQ and PQ treatments), or cuticle extracted from Galleria mellonella (MP
and PP treatments), with the objective of stimulating the production of Iytic enzymes by the
fungi, and determining their possible effect on insect mortality. A 5x3x1 factorial experimental

(5 inducing medium x 3 isolates x 1 control), design was used for each bioassay. The
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statistical analysis was performed using the generalized linear model, applying the logit

function as a binding function [Log (x) = log [p (X) / (1-p (X) ]].

The individual analysis of the bioassays, isolates and treatments, showed statistical
differences regarding the control (P<0.005). In addition, no interaction was found between
treatments and isolates of entomopathogenic fungi (P=0.2618); and neither when
considering the six bioassays in its set (P=0.2592). The isolates that showed a higher
mortality were: ENTO-05 (B. bassiana), LL-56 (L. lecanii), ENTO-29 (M. anisopliae) and
ENTO-01 (B. bassiana), with mortality rates of 49.4%, 42.1%, 38.5% and 38.3% respectively,
differing statistically (P <0.0001) from the other isolates. The addition of colloidal chitin
allowed the treatment with propagules (PQ) of the fungi to reach the highest mortality of the
insects with 41.7%, differing significantly (P <0.0003) from the other treatments (PP, MQ and
MP). The obtained results allowed verifying that the addition of chitin induces in the fungi a
higher mortality rate of the insect, which in turn suggests that this is the result of a higher
enzymatic activity that degrades this structural biopolymer present in the cuticle of the insect
and predisposes it to be infected by the fungi. Also, the research allowed developing a
practical system to evaluate the effect of the fungi and their filtrates on the mealybug P.

elisae.

Key words: banana, biological control, Pseudococcus elisae, entomopathogenic fungi, chitinases,

proteases.
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1. INTRODUCCION

La produccién del banano es una actividad que se ha desarrollado a nivel mundial,
principalmente en América Latina, el Caribe, Asia y Africa. La regién de América Latina y el
Caribe produce el 90% del banano que se comercializa en el mundo, requiriendo para ello
el uso de alta tecnologia, insumos agricolas como fertilizantes, insecticidas, nematicidas,
herbicidas y fungicidas. El banano se ha posicionado como el cuarto alimento mas
importante del mundo después del arroz, el trigo y la leche; es una valiosa fuente de ingresos
para la economia familiar, mejorando el nivel de vida de los trabajadores bananeros (FAO
2004).

En Costa Rica la produccion y exportacion del banano se inicié hace mas de 100
afos, concentrandose en un 98% en la zona del Caribe, y estimandose para el afio 2015,
un area total de 43,024 hectareas de cultivo, y representando un aumento del 0,3% con
respecto al afio 2014 (42,916 ha). Ademas, esta actividad generé para el afio 2015
aproximadamente US$833,4 millones de divisas, producto de la exportacion de 1.825.498
toneladas métricas de fruta. En este mismo afio los principales mercados a donde se exporto
el banano fueron la Union Europea (Reino Unido, Bélgica, Italia, Alemania, Grecia, Espafia
y Suecia), con el 55,2% de la fruta nacional, y los Estados Unidos, con el 36%. Otros
mercados recibieron en total 8,8% de la fruta costarricense, destacando Panama, Arabia
Saudita y Rusia, asi como paises europeos no incorporados a la Union Europea
(especialmente Turquia y Noruega) (CORBANA 2016).

En el ambito fitosanitario, las principales enfermedades que afectan el cultivo del
banano son: Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), marchitez bacteriana o Moko
(Ralstonia solanacearum), podredumbre bacteriana (Erwinia musae), antracnosis del
banano (Colletotrichum musae), podredumbre de la corona (Gloeosporium musarum)
(Orlando y Flores 2003), en America se ha considerado el mal de Panama raza tropical 4
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyder and Hansen) como amenaza,
debido a que ha afectado los cultivos de Cavendish en Sudafrica, Australia y Asia (FAO
2004). También, lo afectan el virus del bunchy top (BTV), virus del mosaico de la bractea
(BBrMV), virus del estriado del platano (BSV) y virus del mosaico del platano (BMV). A nivel
de sistema radicular y cormo, el cultivo se ve afectado por el picudo negro (Cosmopolites
sordidus), y por diferentes especies de nematodos, como el nematodo barrenador

(Radophulus similis Cobb), nematodo agallador (Meloidogyne incognita, M. javanica) y el
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nematodo lesionador (Pratylenchus coffeae) (Orlando y Flores 2003; Manzo et al. 2014).
También existen insectos que afectan la parte aérea de la planta, los cuales se hacen notar
desde las etapas tempranas de desarrollo, en la etapa de crecimiento del pseudotallo, y en
la etapa productiva. A nivel de racimo, los insectos pueden ingresar incluso desde la cuarta
semana, tal como se ha observado con afidos, cochinillas harinosas, escamas y trips de la

mancha roja (Portal fruticola 2013).

Las cochinillas, como Pseudococcus elisae, son insectos chupadores ampliamente
reconocidos como plaga de importancia econémica en muchos cultivos alrededor del mundo
(Williams y Granara 1992; Suarez 1999). Segun Cubillo (2013), en el cultivo del banano
(Musa AAA), las cochinillas se encuentran dentro del complejo de plagas de mayor
importancia econdémica, transformandose en algunas ocasiones en una de las limitantes del
sector bananero, al ser un insecto de caracter cuarentenario en los diferentes destinos a los
cuales se exporta la fruta, su deteccion en un embarque, es motivo suficiente para su total
destruccion (Coto y Saunders 2004; Cubillo y Laprade 2005 y Guillén et al. 2010). También
el género Pseudococcus sp. se ha asociado a la transmision del virus del estriado del
platano (BSV) (Manzo et al. 2014). Ademas, estos insectos generan pérdidas cuantiosas,

las cuales pueden ser por efecto directo o indirecto del insecto.

El control de la plaga ha sido enfocado hacia la prevencion, implementando practicas
culturales como el “desburille” (retirar capas del pseudotallo en donde se refugian y
reproducen las cochinillas) y el “aseo” (control de malezas en el area de la base de la planta
de banano) y haciendo uso de insecticidas quimicos (CORBANA 2009). Segun Castro et al.
(2010) y Cubillo (2013), dentro de las opciones de control biolégico del insecto, se han
identificado tantos depredadores de los géneros Pentilia, Crysoperla y Cryptolaemus, asi
como algunos parasitoides del género Anagyrus.

Por otro lado, existen pocos reportes sobre el potencial de hongos entomopatégenos
como controladores sobre P. elisae, sin embargo, existe la posibilidad de que géneros como
Aschersonia, Cordyceps, Fusarium, Paecilomyces y Lecanicillium, asi como otros mas
afines a hemipteros como Metarhizium, Entomophthora e Isaria, puedan ser utiles en el
control, si se les selecciona y utilizan adecuadamente. Como menciona Bastidas et al.
(2009), factores ambientales como la alta radiacion solar y temperatura, hacen necesario el
empleo de agentes coadyuvantes que aporten niveles de proteccion a los propagulos

infectivos.
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Por lo tanto, en el presente trabajo se plantea desarrollar una metodologia para
evaluar el efecto individual de los propagulos y metabolitos secundarios de 16 aislamientos
de hongos entomopatégenos nativos de la region bananera Huetar Atlantica, sobre la
cochinilla harinosa del banano (Pseudococcus elisae), bajo condiciones de laboratorio. Se
espera con esto, seleccionar un sustrato que permita el adecuado mantenimiento de P.
elisae a lo largo de los bioensayos; evaluar el posible efecto de diferentes productos
dispersantes, sobre el insecto y la viabilidad de los hongos entomopatogenos; y finalmente,
seleccionar agentes de control bioldégico promisorios para regular las poblaciones del

insecto, brindando asi nuevas alternativas al uso de productos quimicos.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo general

e Desarrollar una metodologia para evaluar el efecto de propagulos y metabolitos
secundarios de 16 aislamientos de hongos entomopatégenos, sobre la cochinilla

harinosa Pseudococcus elisae, bajo condiciones de laboratorio.

2.20bjetivos Especificos

1. Determinar la eficacia de diferentes sustratos de naturaleza vegetal, para el
mantenimiento de las cochinillas.

2. Evaluar la eficacia de diferentes agentes dispersantes de origen natural y
sintético, para mejorar la aplicacion de los tratamientos.

3. Analizar la mortalidad de las cochinillas tratadas con propagulos y filtrados
metabdlicos crudos de naturaleza quitinolitica y proteolitica, de 16 aislamientos
de hongos entomopatégenos (B. bassiana, M. anisopliae, P. lilacinum, L.

lecanii).
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidades del cultivo del banano

El lugar de origen de los bananos, los platanos y otros tipos de musaceas (Musa AA,
AB, AAA, AAB) es el sureste asiatico. Todas las musaceas existentes en Africa y en
Ameérica, tienen por lo tanto su centro de diversidad genética en la Costa Pacifica de Asia.
Algunos cultivares de Musa de Africa Occidental, originarios posiblemente de Nueva
Guinea, se introdujeron a islas Canarias y luego, en el afio 1516, se llevaron a América. No
obstante, evidencias antropologicas sugieren que ya existian musaceas en el Continente

Americano antes de la llegada de Cristobal Colon en el afio 1502 (Sandoval 2009).

El cultivo del banano se da tanto en areas tropicales como subtropicales y
mediterraneas, bajo diferentes sistemas intensivos o extensivos, donde de manera general
los rendimientos van desde 7 hasta 70 ton/ha por afio (Castrillén 2003). Segun Arias et al.
(2004), a nivel mundial, durante los afios 1985-2002, la industria bananera fue una de las
actividades agricolas de mayor importancia como fuente de ingreso, tanto a nivel local como
internacional; siendo el banano el principal producto agricola de exportacion, seguido por la

pifia y el café.

3.2 Cultivo del banano en Costa Rica

El cultivo del banano representa a nivel mundial el 12% de las exportaciones totales
de frutas (Valerio et al. 2002). Para el afio 2013, Costa Rica se ubico en el tercer lugar dentro
de los principales exportadores de banano a nivel mundial (Figura 1) (Mufioz 2014). La
produccién nacional se concentra en plantaciones relativamente extensas de banano tipo
Cavendish, el cual sustituyé al Gros Michel (debido a su resistencia a la enfermedad de
Panama y a su mayor productividad). Plantaciones con altos rendimientos por hectarea
cosechada, donde se registraron para el afio 2015 rendimientos de aproximadamente 42,4
toneladas/ha (2,339 cajas/ha). Presentando uno de los mas altos niveles de productividad
bananera del mundo por su alto grado de tecnificacion e investigacion en materia bananera
(CORBANA 2016).
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Figura 1. Principales paises exportadores de banano a nivel mundial (Toneladas). (Fuente:
Mufioz, 2014).

En el aflo 2015 Costa Rica exporté 101 millones de cajas de banano con un peso de
18,14 kilos cada una, es decir, alrededor de 1,825,498 toneladas métricas. Para este mismo
afio el area bananera de Costa Rica alcanzé las 43,024 hectareas en produccion,

registrando un aumento del 0,3% con respecto al area en el 2014 (CORBANA 2016).

La agroindustria bananera en nuestro pais se ha desarrollado como una importante
cadena agroexportadora, generando grandes oportunidades laborales para los habitantes
de las zonas circundantes a las plantaciones (Villalobos 2011). En Costa Rica en promedio
se utiliza casi un trabajador directo por hectarea de plantacion, este es uno de los indices
de ocupacion laboral mas altos de toda la industria agricola. Durante el 2015, los empleos
directos generados por la industria bananera ascendieron aproximadamente a 40,000.
Ademas, el sector genera cerca de 100.000 plazas de manera indirecta en actividades

conexas, tales como comercio, fabricas de insumos y transporte (CORBANA, 2016).
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Alrededor del mundo hay mas de 180 especies de insectos plaga que afectan el
cultivo de banano (Musa AAA), que dependiendo de las condiciones ambientales, pueden
causar importantes perjuicios en la produccion. En Costa Rica antes de 1950, existian dos
plagas importantes en el cultivo del banano: el picudo negro (Cosmopolites sordidus) y el
trips de la mancha roja (Chaetanaphothrips orchidii y C. signipennis). Actualmente la plaga
de mayor importancia econdmica en el cultivo de banano a nivel nacional es el picudo negro
(C. sordidus) (Amador et al 2015). Sin embargo, para el 2013 se registra una lista de las
principales plagas del cultivo del banano, las cuales se detallan en el Cuadro 1; tales plagas
afectan diferentes partes de la planta, desde el cormo, pseudotallo, hojas, flores y frutos
(Cubillo, 2013).
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Cuadro 1. Principales insectos plagas en el cultivo de banano.

PLAGA

Picudo negro
Picudo rayado
Taladrador

Colaspis

Cochinillas harinosas

Escamas

Afidos

Trips de la mancharoja

Trips de la flor
Gusano basurero
Mosca chichera
Abeja conga
Abeja costurera
Hormigas locas
Gusano caterpillar
Ceramidia
Caligo
Gusano verde
Gusano canasta
Gusano monturita
Gusano cogollero

Mosca blanca

Chinche hedionda

Fuente: Cubillo (2013).

NOMBRE CIENTIFICO

Cosmopolites sordidus
Metamasius hemipterus sericeus
Castniomera humboldti

Colaspis spp., Allocolaspis spp.

Pseudococcus elisae, Planococcus citri, Dismicoccus

brevipes, Ferrisia virgata, Nipaecoccus nipae

Diaspis boisduvalii, Aspidiotus destructor,
Chrysomphalus aonidium

Pentalonia nigronervosa, Aphis gossypii

Chaetanaphothrips orchidii, C. signipennis
Frankliniella parvula
Anatrachyntis rileyi

Hermetia illucens
Trigona corvina
Orasema costaricensis
Paratreachina longicornis
Hypercompe icasia, Platynota rostrana
Antichloris viridis
Caligo memmon
Opsiphanes tamarindi
Oiketicus kirbyi
Acharia apicalis
Spodoptera spp.

Aleurodicus dispersus, Aleurodicus floccosus,
Aleurodicus talamancensis

Scaptocoris divergens

ORGANO QUE
AFECTA

Cormo
Cormo
Pseudotallo
Hojas y frutos

Frutos

Frutos

Frutos

Frutos
Frutos
Flores y frutos
Frutos
Frutos
Frutos
Frutos
Frutos
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas

Hojas

Raices
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3.3 Control biolégico

El Control Bioldgico se define como “el uso de organismos para reducir el inéculo o
la actividad de un patégeno” (Nicholls 2008). De este concepto se deriva el de control
biologico aplicado, el cual se refiere a la introduccion de los enemigos naturales por el ser
humano y el manejo que éste hace de ellos para controlar las plagas (Nicholls 2008). En los
tltimos afios el concepto se ha extendido a la utilizacion de productos naturales como
productos de fermentacion controlada de cultivos de bacterias u hongos (p. €j., metabolitos
secundarios y proteinas de bajo peso molecular), tés organicos (p. ej., compostajes,
lixiviados de lombricompost) y extractos de plantas con algun efecto biocida. Estas
alternativas pueden desempefiar un papel importante en la proteccion de cultivos, si se

utilizan bajo el concepto de Manejo Integrado de Plagas (Carr 2009).

En el control biolégico los enemigos naturales (agentes) constituyen el recurso
fundamental del cual depende su éxito. Los agentes provienen de una gran variedad de
grupos taxondémicos, asi como de poblaciones con propiedades bioldgicas y diversas. Estos
enemigos naturales pueden ser: a) Depredadores, que son artrépodos (insectos y
aracnidos); b) Parasitoides, los cuales se desarrollan fuera o dentro del insecto plaga, son
parasiticos en sus estados inmaduros, siempre matan a sus hospedantes (plaga), aunque
éstos pueden completar la mayoria de su ciclo de vida antes de morir; y ¢) Patégenos, que
son microorganismos parasiticos (virus, bacterias, hongos, nematodos y protozoos,

principalmente), que producen enfermedades en sus hospedantes (Nicholls 2008).

Es importante mencionar como el uso de agentes de control biol6gico de plagas
adquiere relevancia como una opcion en el desarrollo de una agricultura sostenible que
preserve los recursos naturales y el medio ambiente para futuras generaciones; su
aplicaciéon controlada en agroecosistemas, implica un mejor rendimiento de los cultivos, ya
gue los microorganismos que actian como controladores biolégicos pueden mantener las
poblaciones de insectos perjudiciales en niveles que no ocasionan dafios econdémicos

importantes (Villalobos 2012).

3.3.1 Hongos entomopatégenos

Los hongos son microorganismos eucariontes, sin clorofila; pueden ser unicelulares o

pluricelulares; son filamentosos y con paredes celulares que contienen quitina y celulosa.
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Se reproducen sexual o asexualmente con o sin esporas; la reproducciéon asexual es la mas
frecuente, involucrando la formacion de esporas microscépicas de paredes delgadas
llamadas conidios, los cuales se desarrollan en los conidiéforos (Villalobos 2012). Los
hongos entomopatdgenos constituyen el grupo de mayor importancia en el control biolégico
de insectos plaga. Practicamente, todos los insectos son susceptibles a algunas de las

enfermedades causadas por estos hongos.

Segun Téllez et al. (2009) existen alrededor de 750 especies de hongos
entomopatdgenos en casi 100 géneros aproximadamente. Dentro de los més utilizados a
nivel mundial se encuentran Metarhizum anisopliae y Beauveria bassiana. Varias de estas
especies han sido evaluadas para el control de insectos y existen en el mercado como

bioinsecticidas de facil aplicacion, rentables y ambientalmente inocuos.

De acuerdo a Alean et al. 2004 los hongos entomopatégenos son considerados como
los agentes de control biolégico mas promisorios contra insectos chupadores, como es el
caso de los afidos, escamas, moscas blancas y cicadélidos, ya que pueden infectar a los
insectos directamente a través de la penetracion de la cuticula; sus multiples mecanismos
de accion les confieren una alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle
resistencia.

La mayoria de los hongos entomopatdégenos presentan crecimiento macroscépico
sobre la superficie de sus hospederos, sin embargo, algunas especies no producen
crecimiento superficial o producen muy poco. Su crecimiento y desarrollo estan limitados
principalmente por las condiciones ambientales externas, en particular, alta humedad
relativa (6ptima para germinacion, por encima de 95%) y temperatura (entre 20 y 30°C)
adecuada para la esporulacién y germinacion de esporas. Las enfermedades causadas por

estos hongos son denominadas “micosis” (Falconi 2009).

3.3.1.1 Proceso de infeccién de los hongos entomopatbégenos

Los hongos pueden infectar insectos a través del intestino, espiraculos y
particularmente a través del integumento, lo que lleva directamente a considerar la
posibilidad tedrica de infectar insectos independientes de su actividad alimenticia (Uribe
2003).

A continuacion, se detalla el proceso de infeccién de los hongos entomopatégenos:
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A. Adherencia del conidio a la cuticula del insecto: El primer contacto que hace el
conidio con la superficie del hospedero es por la cuticula. Las caracteristicas fisicas
y quimicas de la superficie de la cuticula del insecto y el conidio son las responsables
de esta union. Esta interaccion depende de las sustancias mucilaginosas que rodean
el conidio, de las enzimas que haran posible la penetracion del hongo dentro del
insecto y de las caracteristicas morfoldgicas del tegumento. En algunos hongos la
adhesién es un fendmeno no especifico, mientras que en otros esto es un proceso
especifico. Algunas glicoproteinas pueden servir como receptores especificos para
la adhesion por parte de los conidios (Tanada y Kaya 1993, Farguez 1984; citados
por Pariona 2006).

B. Germinacion del conidio: Luego de la adhesion e hidratacion del conidio sobre el
tegumento, este germina emitiendo un tubo germinativo con formacion, en algunos
casos de un apresorio, para posteriormente penetrar el insecto (Lecuona 1996). La
germinacion ocurre aproximadamente a las 12 horas post-inoculacion y la formacion
de apresorios se presenta de 12 a 18 horas post-inoculacién (Arana 2011). La
germinacioén del conidio se inicia con el agrandamiento de la misma, que es
favorecido por una humedad alta (70% durante 14h); la germinacion es disparada por
mensajeros que generalmente son carbohidratos presentes en las proteinas
cuticulares del insecto. La hidratacion del conidio es favorecido por la accién
antidesecante de su cubierta mucilaginosa, que ademas funciona como protector
ante la presencia de polifenoles toxicos y enzimas, secretadas por el sistema inmune
del insecto. Metarhizium anisopliae presenta un alto contenido de aminopeptidasas
e hidrofobina, las cuales favorecen la accién de enzimas extracelulares sobre la
cuticula del insecto. Sin embargo, se han encontrado esterasas y proteasas en
conidios no germinados, lo que sugiere una modificacion de la superficie cuticular
previa a la germinacion, ya que durante la hidratacion el conidio no solo absorbe
agua, sino también nutrientes (Pucheta et al. 2006).

C. Penetracion de la cuticula: El tubo germinativo rastrea y reconoce la superficie del
insecto para la localizaciébn de sitios receptores, habilitando a la hifa para la
penetracion de la cuticula. El apresorio sirve para el anclaje del conidio y ejerce una
presion hacia el interior del insecto. Paralelamente, el hongo excreta una gran

cantidad de enzimas entre las que se incluyen proteasas, quitinasas, quitobiasas,
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lipasas, lipooxigenasas y otras enzimas hidroliticas, que van degradando la cuticula
y proporcionan a su vez nutrientes al hongo (Monzon 2001, citado por Pucheta et al.
2006).

. Multiplicacién en el hemocele: Después de llegar al hemocele, la mayoria de los
hongos pasan del crecimiento micelial a fase levaduriforme (crecimiento por
gemacioén) (Pariona 2006). Esto sucede en 3 6 4 dias después de la inoculacién
(Arana 2011).

. Produccion de toxinas: Ya en el interior del insecto, los hongos deben enfrentarse
con los mecanismos de respuesta del sistema inmune, para lo cual han desarrollado
estrategias defensivas e inmunosupresoras, como la produccion de toxinas o
cambios estructurales en su pared celular. Un tema muy comudn en la literatura de
patologia de insectos, es la produccion de toxinas por diversas especies de hongos
entomopatdégenos. Existe un considerable nimero de metabolitos secundarios de
bajo peso molecular que han sido aislados de patégenos de insectos, muchos de los
cuales han demostrado poseer actividad insecticida (Téllez et al. 2009).

Muerte del insecto: La micosis induce a sintomas fisioloégicos anormales en el
insecto tales como convulsiones, carencia de coordinacion, comportamientos
alterados y paralisis. La muerte sobreviene por una combinacion de efectos que
comprenden el dafio fisico de tejidos y deshidratacion de las células por pérdida de
fluido y consumo de nutrientes (Téllez et al. 2009).

. Desarrollo de la fase micelial: En esta fase aparecen pequefias manchas
melanizadas en los sitios de infeccion. Observandose en algunos casos una
coloracion rojiza en el insecto hospedero. Estos insectos sirven de reservorio para
los hongos durante periodos de condiciones adversas (Pucheta et al. 2006). Esto
ocurre 4 6 5 dias después de la inoculacion, tales condiciones varian algunas veces
por la especie del microorganismo, en el caso de M. anisopliae, su ciclo se completa
entre 7 y 10 dias (Arana 2011).

. Produccién y dispersion de conidios: Por ultimo, cuando las condiciones de
humedad y temperatura son las adecuadas, las hifas del hongo emergen
nuevamente al exterior del cadaver del insecto, donde esporula, esto también puede
ocurrir en insectos vivos. Finalmente, la dispersion del conidio puede ser un proceso

activo o pasivo y depende de las caracteristicas del conidio y conidioforo. Cada
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conidio puede adherirse o pasar de un invertebrado a otro por dispersion (Téllez et
al. 2009).

3.3.1.2 Algunos hongos entomopatdgenos utilizados en el control bioldgico

A) Beauveria bassiana:

El hongo Beauveria bassiana se clasifica taxonémicamente en el reino Fungi, filum
Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Cordycipitaceae, género
Beauveria y especie B. bassiana (International Mycological Association (IMA) 2016). Se
mantienen datos desde 1834, cuando se logré demostrar que este producia la muerte del
gusano de seda, Bombix mori; y que es uno de los mas estudiados a nivel universal, tanto
por sus aspectos basicos, como aplicados. La distribucion de este hongo es mundial, se
encuentra parasitando insectos desde el nivel del mar hasta los 3000 de altitud y se puede
encontrar tanto en la materia organica en descomposicion, como en hospederos
parasitados. Se reporta que este hongo ataca a mas de 200 especies de insectos de
distintos 6rdenes (Ugalde 2010).

Este hongo presenta un aspecto algodonoso y tiene una coloracion blanca que en
ocasiones torna a crema o amarillo anaranjado; presenta fialidas cortas y globosas en la
base y estrechas en su parte superior, agrupadas normalmente en verticilos. Cada una de

estas fidlidas porta un conidio en forma de balén (Herrero 2011).

B) Metarhizium anisopliae:

Es un hongo imperfecto que pertenece al reino Fungi, filum Ascomycota, clase
Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae, género Metarhizium y especie
M. anisopliae (IMA 2016). Se caracteriza por la formacion de micelio septado con produccion
de conidios de aproximadamente 0.5 a 0.8 micras de diametro, o formas de reproduccién
asexual, en conidioforos que nacen a partir de hifas ramificadas. Este hongo se encuentra
en la naturaleza en rastrojos de cultivos, estiércol, en el suelo, las plantas, etc.; logra un
buen desarrollo en lugares frescos, humedos y con poco sol. M. anisopliae ataca
naturalmente mas de 300 especies de insectos de diversos 6rdenes. El ciclo bioldgico del

M. anisopliae comprende dos fases: una patogénica y otra saprofitica. La fase de
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patogénesis ocurre cuando el hongo entra en contacto con el tejido vivo del hospedante; y
en la saprofitica el hongo completa su ciclo aprovechando los nutrientes del cadaver del
insecto. Tal hongo es un parasito facultativo, el cual posee conidios que constituyen las
unidades infectivas del hongo (Garcia et al. 2011).

C) Purpureocillium lilacinum:

Este hongo pertenece al reino Fungi, filum Ascomycota, clase Sordariomycetes,
orden Hypocreales, familia Ophiocordycipitaceae, género Purpureocillium y especie P.
lilacinum (IMA 2016). Los conidiéforos de género Purpureocillium son ramificados, los
conidios se encuentran agrupados en forma de cadena, presenta un rapido crecimiento de
sus hifas. El conidiéforo presenta grupos de ramificaciones laterales, con una coloracion lila;
el crecimiento 6ptimo para el desarrollo del microorganismo ocurre en un rango de 26-30°C
con un pH de 2-10 (Acosta 2006).

Purpureocillium lilacinum (Thom.) es un hongo filamentoso habitante del suelo que
ha sido reportado reduciendo la densidad poblacional de nematodos parésitos de plantas y
animales, y es considerado como uno de los agentes de biocontrol més promisorios para el
manejo de huevos de nematodos fitoparasitos como Meloidogyne spp. (Ardilo 2013). Sin
embargo, Jiménez (1992) hace referencia que a pesar de presentar P. lilacinum alta
especifidad en el control de nematodos, se ha encontrado parasitando insectos del orden
hemiptera y lepidoptera (Jiménez 1992).

D) Lecanicillium lecanii:

Este hongo pertenece al reino Fungi, filum Ascomycota, clase Sordariomycetes,
orden Hypocreales, familia Cordycipitaceae, género Lecanicillium y especie L. lecanii (IMA
2016). Es un hongo imperfecto que se reproduce asexualmente por conidios, los cuales son
pequefios, hialinos, cilindricos o elipsoidales y redondeados, con medidas que varian de 2.3
a 10 milimicras de largo por 1-2.5 milimicras de ancho; estos conidios se encuentran
insertados en los extremos de los conidioforos, con fialides colocadas de manera verticilar
(Silva 2005). Las condiciones favorables para el hongo son alta humedad (por encima del
85%) y temperaturas entre los 20 a 25°C (Batista 1998).
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Es un hongo de amplia distribucidon que puede ocasionar epizootias de gran
magnitud en regiones de clima tropical y subtropical, asi como en los ambientes calidos y
hamedos. Lecanicillium lecanii posee un amplio rango de hospederos atacando insectos de
los 6rdenes Homoptera, Coleoptera, Diptera y Collembola entre otros (Silva 2005). En
paises como Inglaterra y Suiza, se originaron formulaciones comerciales de L. lecanii
(Vertalec, Mycotal, Thriptal) empleadas para el control de pulgones, mosca blanca y thrips
(Lecuona 1996). En Brasil, identificaron que L. lecanii causa parasitismo en poblaciones de
cochinillas de citricos y principalmente sobre Coccus viridis en café, manteniendo las
poblaciones de esas plagas en niveles donde no provocan dafios econdmicos (Batista
1998).

3.3.1.3 Principales metabolitos involucrados en el proceso de infeccion de
hongos entomopatdégenos

Se ha identificado la capacidad de los hongos entomopatdgenos de producir un
namero elevado de metabolitos secundarios, algunos pueden ser de estructura organica
simple, pero con frecuencia son compuestos de estructura un poco mas compleja, muchos

de ellos son toxinas peptidicas ciclicas y lineales (Cuadro 2) (Borges et al. 2010).
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Cuadro 2. Principales metabolitos producidos por hongos entomopatégenos.

CLASIFICACION

No peptidicas
Oospereina
Tenellina
Bassianina
Acido oxalico
Acido dipicolinico
Paecilomicinas

Peptidicas lineales
Leucinostinas
Efrapeptinas

Peptidicas ciclicas
Beuvericina
Beauverdlidos
Destruxinas
Eniatinas
Ciclosporinas

Fuente: Assaf (2006).

HONGOS QUE LAS PRODUCEN

Beauveria tenella, B. bassiana

B. tenella

B. bassiana

Beauveria, Metarhizium, Verticillium

Beuveria, Paecilomyces,
Verticillium

Paecilomyces tenuipes

Paecilomyces
Tolypocladium

B. bassiana, Paecilomyces
B. bassiana, Paecilomyces
Metarhizium

Fusarium

Metarhizium

Los metabolitos secundarios son parte de los compuestos mas importantes que los
organismos producen principalmente en la fase estacionaria de crecimiento, como por
ejemplo algunos antibidticos y enzimas. Estos estan ligados fuertemente a las condiciones
de cultivo y algunos de ellos han tenido gran importancia a nivel industrial (Madigan et al.
1991, citado por Castellanos 2012). Los metabolitos de caracter insecticida producidos por
estos hongos tienen varios modos de accién y en muchos casos suelen ser la causa directa
de la muerte del insecto, actuando sobre las células especializadas del sistema inmune para

evitar su ataque a las estructuras invasivas de los hongos (Téllez et al. 2009).
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Muchos de los metabolitos fangicos utilizados como agentes de biocontrol de
microorganismos fitopatdogenos, presentan diferentes modos de accion especificos o no
especificos, y comprenden tanto agentes liticos, enzimas, compuestos volatiles y otras
sustancias toxicas, siendo considerados como mecanismos de antibiosis y agrupados
dentro de estos fendmenos de antagonismo como antibidticos, sustancias volatiles y

enzimas (Castellanos 2012).

Esto abre la posibilidad de utilizar estos hongos para otras aplicaciones tales como un
proceso integrado biotecnoldgico para la transformacion de residuos de cascara de camaron
y cuticula de los insectos en productos de alto valor (como quitosano en la industria
farmacéutica), que son la base para la produccién de productos bioldgicos utilizados como

fungicidas (Mayorga et al. 2012).

Dentro de los metabolitos secundarios se han reportado toxinas peptidicas ciclicas y
lineales; las primeras pertenecen a una familia de péptidos conocidos como depsipéptidos.
El primer compuesto de esta naturaleza en haber sido caracterizado fue la beauvericina,
extraida del micelio de Beauveria bassiana, y posteriormente se han aislado de diferentes
especies de Fusarium y Purpureocillium. La accién insecticida de estos depsipéptidos es
especifica para ciertos grupos de insectos y su toxicidad se debe a la accién sinérgica de
un complejo de compuestos, entre los que se incluye la beauvericina (Pucheta et al. 2006,
Borges et al. 2010).

Se ha identificado la capacidad de M. anisopliae de producir gran variedad de
metabolitos secundarios; donde los compuestos toxicos mas estudiados y caracterizados,
han sido las destruxinas, ya que su modo de accion inhibe la sintesis de ADN, ARN y de
proteinas en las células de los insectos. Estos ciclodepsipéptidos son producidos durante el
crecimiento micelial y hasta el momento se han identificado mas de 14, de los cuales los
mas importantes son destruxina A, B, C, D, E y desmetildestruxina (Pucheta et al. 2006,
Borges et al. 2010, Garcia et al. 2011). Las destruxinas A, B y E, mostraron propiedades
insecticidas al ser probadas en larvas de Plutella xylostella, asi como en larvas y adultos
de Phaedon cochleariae, con un nivel de mortalidad alto en las poblaciones de insectos;
también, causaron deformaciones en los élitros y alas anteriores del insecto (Pucheta et al.
2006). Asimismo, se evidencié que las destruxinas son capaces de inhibir la secrecion de

fluidos por el tubo de Malpighi en Schistocerca gregaria (Borges et al. 2010).
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Las quitinasas y proteasas, son enzimas que excretan los hongos para degradar
sustratos poliméricos como la quitina (Zibaee et al. 2009, Franko et al. 2011). Las quitinasas
se encuentran estrechamente reguladas por sus productos de degradacion, por lo que son
s6lo requeridas por periodos cortos durante la penetracion de las hifas a la cuticula del
hospedante. Las proteasas son producidas como parte del mecanismo de patogénesis,
liberando la quitina de la cuticula de los insectos y facilitando su hidrdlisis. Se ha reportado
la estrecha relacion que existe entre la actividad quitinolitica y proteolitica, por ello, las
quitinasas y las proteasas, estan reguladas por factores como el tipo de sustrato (Rocha
2009).

Las proteasas mas comunes en hongos entomopatégenos son las serina-proteasas
del tipo subtilisina (Prl) y tripsina (Pr2), ambas son enzimas extracelulares secretadas
eficientemente para la degradacion de la cuticula, proporcionando nutrientes para el
crecimiento del hongo (Zibaee et al. 2009, Franko et al. 2011). La proteasa Prl es
considerada un importante factor de virulencia en Metharizium anisopliae. De la misma
forma, la sobreexpresion del gen que codifica para la quitinasa de Beauveria
bassiana, acelera el proceso de muerte en los insectos en un 23%. De esta manera, se
demuestra la importancia de la secrecion de estas enzimas hidroliticas en la virulencia de
los hongos entomopatégenos, lo cual pudiera ser una herramienta para la seleccion de

mejores aislamientos para la formulacion de insecticidas biolégicos (Téllez et al. 2009).

Una estrategia que se ha sugerido, ha sido la modificacion genética de Metarhizium
anisopliae para sobre expresar la proteasa PR1; otra estrategia es hacer crecer a los hongos
utilizando inductores que permitan una eficiente produccién de estas enzimas en cultivos
liquidos o sélidos y que permiten mantener la virulencia de los hongos entomopatégenos.
Sin embargo, las quitinasas que actian sinérgicamente con las proteasas, son las enzimas
gue estan involucradas directamente con la degradacion de la cuticula de los insectos plaga,
ademas de estar implicados en la etapa de germinacion, crecimiento hifal, nutricion y

defensa contra competidores (Franko et al. 2011).

Por otro lado, se ha reportado la produccion de acido oxalico por Beauveria spp.,
Paecilomyces fumosoroseus y Metarhizium anisopliae, compuesto que ha sido descrito
como un factor de virulencia en hongos fitopatdogenos y se ha sugerido que en el caso de
los hongos entomopatogenos, puede ser un elemento que coadyuve a solubilizar la proteina

cuticular. Otro compuesto importante producido por algunos hongos entomopatégenos
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(como Paecilomyces spp. y M. anisopliae), es el acido 2,6-piridindicarboxilico (acido
dipicolinico), que posee propiedades insecticidas (Garcia et al. 2011). Por otra parte,
Lecanicillium lecanii produce metabolitos secundarios como acido hidroxicarboxilicos, acido
dipicolinico, fenilalanina anhidra, 2,6 dimetoxi-P-Benzoquinona, aphidicolina y acido
picolinico (Silva 2005).

3.3.1.4 Utilizaciéon de dispersantes en la aplicacion de hongos entomopatdégenos

La utilizacion de dispersantes en las formulaciones comerciales de hongos
entomopatdégenos ayudan a mejorar la eficacia de estos, ya que disminuye el tiempo de
mortalidad del insecto (Walforth et al. 2010). Algunos dispersantes compatibles permiten
mejorar la cobertura y eficacia de la aplicacién, haciendo posible disminuir la cantidad de
los insecticidas a aplicar, minimizando las pérdidas por evaporacion y deriva. Al mismo
tiempo, los dispersantes permiten una mejor penetracion de las aplicaciones a traves de la
cuticula del insecto (Sazo 2008).

Castiglioni (2003), menciona que la acciébn de los dispersantes sobre los
entomopatdégenos puede variar en funcién de la especie y la raza del patégeno, de la
naturaleza quimica de los productos y de las concentraciones utilizadas. Estos productos
pueden actuar inhibiendo el crecimiento vegetativo, la conidiogénesis y la esporulacion de
los microorganismos, asi como causar mutaciones genéticas, factores que pueden llevar a

la disminucion de la virulencia de una plaga determinada.

3.4 Cochinilla harinosa Pseudococcus elisae

Los insectos de la familia Pseudococcidae, conocidos como cochinillas o chinches
harinosas o algodonosas, se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo, se
presentan especialmente en las regiones tropicales y subtropicales como plagas de plantas
cultivadas y silvestres. Actualmente se conocen a nivel mundial 271 géneros y 2188
especies, de estas un gran numero es de interés agricola. La mayor importancia de estos
insectos esta relacionada con la habilidad que poseen para convertirse en plagas de las
plantas si se introducen en regiones donde no existen sus enemigos naturales (Niebla et al.

2010). La cochinilla harinosa del banano P. elisae es originaria del continente americano y
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fue identificada originalmente en Hawaii; sin embargo, ya se encuentra distribuida en toda

la region Neotropical y en algunos paises del sureste de Asia (Cubillo 2013).

Segun MAG 2015, la mayor distribucion de las cochinillas en el pais, ha sido en el
cultivo de banano en la Region Huetar Atlantica y Norte, desde Sixaola hasta Sarapiqui. Por
lo tanto, en el cultivo del banano (Musa AAA) las cochinillas se encuentran dentro del
complejo de plagas de mayor importancia economica, transformandose en algunas
ocasiones como una de las limitantes del sector bananero (Cubillo 2013). Debido a que
estos insectos generan pérdidas cuantiosas, las cuales pueden ser por efecto directo o
indirecto del insecto. El efecto directo se produce por la picadura del insecto al succionar
fluidos del tejido vegetal de diferentes 6rganos de la planta, ya sea la hoja, la raiz, el
pseudotallo, el pinzote o las frutas, lo cual provoca manchas o pecas (Orellana 2007; Guillén
et al. 2010). El efecto indirecto se da porque la cochinilla harinosa excreta sobre el pinzote,
las coronas, e incluso sobre los dedos, una sustancia azucarada que permite la colonizacion
de hongos que producen “fumagina” o costra negra como Capnodium sp y Meliola sp, lo
cual puede afectar la calidad de la fruta y provocar su rechazo por razones cosméticas.
Segun Apezteguia y Morales 2003, la presentacion cosmética del fruto juega un papel
preponderante para su venta; la comercializacion del producto presenta una serie de normas
gue exige tanto practicas sanas de produccién, como una alta calidad del fruto, donde no
se permite ningun dafio al mismo; y su caracter cuarentenario en los diferentes destinos a
los cuales se exporta la fruta, donde en algunos casos la presencia del insecto en el producto
exportado es motivo de destruccién total del embarque (Guillén et al. 2010; Coto y Saunders
2004; Cubillo y Laprade 2005).

En el afio 2013 el Servicio Fitosanitario del Estado (SFE), departamento adscrito al
Ministerio de Agricultura y Ganaderia, declar6 emergencia fitosanitaria nacional por el lapso
de un afio, por el aumento de poblaciones de la escama Diaspis boisduvalii y la cochinilla
Pseudococcus elisae; otorgado por el Estado en el decreto de emergencia N°38008. En el
articulo 2° decreta que la Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), de manera
unilateral o en coordinacién con el SFE deberd promover la implementacion de medidas
enfocadas al manejo integrado de la plaga (productos alternativos amigables con el medio
ambiente y los agentes de control bioldgico). Segun datos brindados por CORBANA vy la
Comision Nacional de Muséaceas estos insectos estuvieron presentes en un estimado de 24

mil hectareas (SFE 2013); siendo importante indicar que las escamas y las cochinillas son
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plagas de gran importancia a nivel comercial, ya que pueden afectar en todas las etapas de
desarrollo del cultivo y causar pérdidas de hasta un 100% de la cosecha por rechazo de la

fruta para exportacion (SFE 2015).
3.4.1 Clasificacion taxondémica
Segun Ramos y Serna (2004) de acuerdo al Cuadro 3, la cochinilla harinosa del

banano presenta la siguiente clasificacion taxondémica.

Cuadro 3. Clasificacion taxondmica de P. elisae.

CLASIFICACION NOMBRE
Orden Hemiptera
Suborden Sternorrhyncha
Super familia Coccoidea
Familia Pseudococcoidae
Género Pseudococcus
Especie P. elisae

Fuente: Ramos y Serna (2004).

El género Pseudococcus Westwood (del griego, Pseudo= falso y Kokkos = semilla),
es uno de los mas abundantes y numerosos de la familia Pseudococcidae, la cual agrupa

las especies fitofagas mas importantes (Oyarzun 2004).

3.4.2 Biologiay habitos de P. elisae en plantas de banano

Las cochinillas (Hemiptera: Pseudococidae) poseen un aparato bucal picador-
chupador especializado, por lo que se alimentan extrayendo la savia de las plantas. Su
sistema digestivo posee un drgano que filtra la savia y excreta hidratos de carbono en forma

de mielecilla que expelen al entorno (Ripa et al. 2009).

Las hembras adultas y ninfas no tienen alas y frecuentemente se encuentran
cubiertas por una cera blanca en polvo o harinosa que secretan. Ademas, el margen del
cuerpo a menudo tiene una serie de filamentos blancos y cera laterales que tipicamente son

mas prominentes. Los machos adultos son alados; si estan presentes son de corta duracion;
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no se alimentan y rara vez son recolectados; su Unica funcion es fecundar a las
hembras. Algunas especies de cochinillas causan considerables dafios economicos a los
cultivos agricolas (Culik et al. 2006; Guillén et al. 2010).

El insecto vive en colonias de varias decenas de individuos. Una vez que las ninfas
eclosionan y salen del ovisaco (masas algodonosas), rapidamente se mueven buscando un
sitio ideal para su alimentacion y refugio. Los ultimos estadios ninfales van perdiendo
movilidad, estableciéndose en colonias. Su distribucién en el campo no muestra patrones
claramente definidos; por el contrario, bajo niveles altos de poblacion, su distribucién tiende
a ser generalizada. Las plantas recién florecidas son el estado fenolégico mas apetecido

por el insecto y en el cual su efecto es mas severo (Guillén et al. 2010).

Las cochinillas tienen alta especificidad hacia sus respectivos hospederos,
generalmente viven en el pseudotallo, en la cara anterior de las vainas y también en las
raices, siempre en lugares donde no reciben luz; los insectos permanecen en esas
condiciones durante todo el ciclo del cultivo. En plantas muy jévenes es posible encontrar
las cochinillas en los brotes o hijuelos, o colonizando las plantas adultas, en las que se
hospedan aun después de su cosecha, pues se mantienen alimentandose en éstas hasta

la descomposicion de los tejidos de los pseudotallos (Armijos 2008).

El tipo de alimentacion de las cochinillas harinosas provoca la formacion de fumagina
en el fruto, lo que puede reducir las posibilidades de comercializacion de los productos.
Aungue el dafio en las plantas no es evidente, la presencia de cochinillas puede ser una
preocupacion cuarentenaria, sumando los costos del manejo preventivo o de control de
estas (Culik et al. 2006). Ademas, Pseudococcus elisae participa como vector del virus de
estriado del banano (BSV); el proceso de transmision del virus se inicia cuando las
cochinillas se alimentan de plantas enfermas, y en este proceso al tomar los jugos celulares

adquieren el BSV y al alimentarse de plantas sanas inoculan el virus (MAG 2015).

3.4.3 Ciclo de vida de P. elisae

El ciclo de vida de las cochinillas dura alrededor de tres meses, pasando por los
estadios de huevo, ninfa y adulto. Las hembras ovipositan en grupos, los huevos dan origen
a las ninfas pequefias y de aspecto blanquecino, las cuales son muy activas en su

desplazamiento; luego en su estado adulto se vuelven mas sedentarias (Armijos 2008).
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La hembra de P. elisae presenta el cuerpo achatado en forma oblonga, con 17 pares
de cerarios, donde sobresalen 2 pares de filamentos caudales mas largos, de tamafo
variable entre la mitad de la longitud del cuerpo, la misma longitud de este; el par siguiente
tiene el doble de longitud del resto de los cerarios; el cuerpo debajo de la cera es de color

rosa anaranjado; la longitud del cuerpo es de 3 a 4 mm sin los caudales (Espinoza 2010).

Sus huevos son de color amarillo claro, con un periodo de incubacién medio de 12,4
dias, son de forma oblonga y con una fertilidad media del 75%. La ninfa pasa por tres
estados: el primero con duracion de 8,95 dias; el segundo con 9,98 dias, y el tercero con 12
dias de duracion. El periodo de madurez de la hembra hasta el inicio de la ovoposicion, es
de 8,9 dias; la ovoposicion dura 21 dias y deposita 166 huevos en promedio. El macho es
de color oscuro y tiene un par de alas, presenta un par de caudales cerosos, blancos y
largos. El tiempo de vida promedio es de 2,5 dias. El ciclo de vida de esta especie varia
entre 54 a 93 dias. Los especimenes permanecen durante toda su vida por debajo de las
vainas del pseudotallo, encontrdndose una relacion muy estrecha entre las hembras en

etapa de oviposicion y la poblacion de ninfas (INIAP 2004).

3.4.4 Métodos de manejo de P. elisae

3.4.4.1 Manejo cultural

En plantaciones orientadas hacia la exportacion de fruta fresca, una practica cultural
utilizada para disminuir la presencia de cochinillas harinosas en las plantas, es el desburille,
el cual consiste en la eliminacion de la seccién distal del pseudotallo de la planta de banano
al momento de la cosecha del racimo, asi como la eliminacién periddica del tejido
descompuesto o deteriorado en la porcion retenida (Vargas y Cubillo 2010). En caso de
presentarse poblaciones de cochinillas en los racimos recién cosechados, una practica es
realizar lavados con agua a presion, con la finalidad de reducir su presencia. Otra practica
es el “aseo”, el cual consiste en eliminar las “malezas” hospederas del insecto que se ubican
en el area de la base de la planta de banano (CORBANA 2009); esto también desfavorece
la presencia de las hormigas, las cuales mantienen una relacion mutualista con las
cochinillas, las hormigas protejen y favorecen la dispersion de la plaga, y estas las proveen
de miel (Kapranas y Tena 2015).
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3.4.4.2 Manejo bioldgico

De manera general a nivel nacional existen pocas investigaciones de controladores
biologicos sobre P. elisae. Sin embargo, se han identificado varias especies de insectos
benéficos que de forma natural disminuyen las poblaciones de cochinillas; tal es el caso del
escarabajo depredador, Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Cole6ptero: Coccinelidae) y
del grupo de las crisopas (Neuréptera: Chrysopidae), principalmente las pertenecientes a
los géneros Chrysoperla y Ceraeochrysa (Guillén et al. 2010). También, Cubillo (2013),
registré tres depredadores para el caso de las cochinillas harinosas: dos coccinélidos
(Cycloneda spp. y Cryptolaemus montrouzieri). Sin embargo, el uso de estos insectos
beneficos no desarrollan todo su potencial, debido a que en las plantaciones bananeras los
sitios de refugio y de alimentacion alternos son escasos en comparacién a un sistema no
disturbado, y el efecto perjudicial de algunos plaguicidas, provoca que las poblaciones de

estos sean bajas (Guillén et al. 2010).

Ademas, estudios previos realizados por Castro et al. (2010) bajo condiciones de
laboratorio, demostraron que algunos metabolitos de Purpureocillium lilacinum,
Lecanicillium lecanii, Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae, alcanzaron mortalidades
entre el 56 y 68% a una concentracion al 5% (v/v) a nivel de laboratorio. En este mismo
estudio se observé que la aplicaciéon de suspensiones de 5,7 X 107 conidios por mililitro de
los hongos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii,
Purpureocillium lilacinum e Isaria fumosoroseus resulto en niveles de mortalidades entre 60
y 96%.

3.4.4.3 Manejo quimico

En el manejo quimico, el uso de fundas de polietileno que protegen al racimo del
banano, se inici6 en el Caribe de Costa Rica en 1963, con el propdsito de controlar
mecdanicamente los ataques del trips y se convirtié en una practica comdn en la actividad
bananera. En la actualidad, la labor es considerada esencial para mejorar el rendimiento
(peso del racimo, dimensiones del fruto y dias de la floracion a la cosecha) y la apariencia

del fruto de las plantaciones comerciales dedicadas a la exportacién (Vargas y Valle 2011).
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Especificamente en el uso de fundas para el manejo de P. elisae, es necesario
incorporar y rotar los insecticidas especificos para el control de las cochinillas harinosas en
combinacion con otros productos (imidaclorid+bifentrina y buprofezin+bifentrina),
permitiendo no sélo un manejo sobre las cochinillas, sino un manejo total de las otras plagas

también importantes del racimo (Cubillo 2013).

Cuando la presion de la plaga es alta, adicionalmente colocan bandas de polietileno
impregnadas con clorpirifos al 1% (conocidas como “corbatas”), en la parte inferior del
racimo. Y algunas veces se realizan aplicaciones de detergentes, jabones o aceites
vegetales refinados de la palma africana, a los pseudotallos recién desburillados, o a las

partes superiores de la planta para el manejo de cochinillas (Cubillo 2013).

Asimismo, en el manejo quimico de P. elisae se considera importante el control de
las poblaciones de hormigas, ya que estas sirven a las cochinillas como medio de transporte
hacia otras partes de la planta y como proteccion ante el ataque de enemigos naturales;
para esto se utilizan cebos con atrayentes mas algun insecticida, colocados cerca de los
nidos de las hormigas en recipientes o pedazos de hojas; con el fin de disminuir las
poblaciones de hormigas y asi ayudar a una posible reduccion en la poblacién de las

cochinillas harinosas (Cubillo 2013).
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4. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en el Centro de Control Biolégico y Biologia Molecular
de la Direccion de Investigaciones de la Corporacion Bananera Nacional CORBANA,
ubicado en la Rita de Guapiles, cantdn de Pococi, provincia de Limén, a una altitud de 159.
Su ubicacion geografica es 10° 16.116" latitud Norte y 083° 46.517" longitud Oeste. La
investigacion se llevd a cabo entre febrero del 2014 y mayo del 2015, y consté de las
siguientes etapas: i. Evaluacion de sustratos (naturaleza vegetal) para el mantenimiento de
las cochinillas; ii. Evaluacion de la eficacia de diversos agentes dispersantes; y iii.
Evaluacion del efecto de los propagulos y los filtrados metabdlicos de hongos

entomopatdégenos sobre P. elisae.

4.1 Evaluacion de sustratos de naturaleza vegetal para el mantenimiento de las

cochinillas

Las cochinillas que se utilizaron en el experimento se obtuvieron del insectario que
se encuentra en el Centro de Control Biolégico de CORBANA, donde utilizan frutos de ayote
tipo “mantequilla” (Cucurbita moschata) como sustrato para su reproducciéon (Figura 2), a
una temperatura promedio de 27°C, una humedad aproximada del 60% y en condicién

permanente de oscuridad.

Figura 2. A. Insectario de P. elisae, ubicado en CORBANA. B. Frutos de Cucurbita moschata
colonizados por P. elisae.
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La seleccion de los sustratos en primera instancia, estuvo sujeta a los siguientes
criterios: tamafio, suculencia y vida de anaquel. De esta forma se evaluaron el chayote
guelite (Sechium edule), el tacaco (Frantzia tacaco), ambos pertenecientes a la familia

Cucurbitaceae, y el camote (Ipomoea batatas), perteneciente a la familia Solaniceae.

Los vegetales se lavaron con agua de tubo, se escurrieron y se colocaron diez
minutos en la camara de flujo laminar con la luz germicida (ultravioleta A_540nm), con el fin
de eliminar la presencia de patdgenos en la superficie del vegetal. Luego sobre cada vegetal
se colocaron 5 cochinillas adultas. Posteriormente, el vegetal se situ6 dentro de un beaker
estéril de 250 ml; el beaker se tap6 con papel aluminio con pequefias perforaciones para
permitir el intercambio gaseoso. Los recipientes distribuidos de forma aleatorizada, se
pusieron en un estante metalico; cada recipiente con el vegetal y las cochinillas represent6

una unidad experimental (Figura 3).

o AN A RN N AN AT AT

Figura 3. Ubicacién de las unidades experimentales para la prueba de seleccién del
sustrato.

Cadatres diasy por espacio de 15 dias, se evalu6 la mortalidad (%) de las cochinillas.
Utilizando un estereoscopio, se consider6 que el insecto estaba muerto cuando al voltearlo
y estimularlo con un pincel, no se observo ningun tipo de movimiento por un espacio de 15

segundos; las cochinillas vivas se regresaron al recipiente correspondiente.
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4.1.1 Disefio experimental y su analisis estadistico

El disefio experimental que se utilizé fue completamente al azar, constando de tres
tratamientos (vegetales), cada uno con ocho repeticiones. Se realizO un andlisis de
regresion logistica, utilizando el programa estadistico SAS, version 9.3 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) y al encontrar diferencias significativas, se realizé una separacion de
medias utilizando la prueba de Chi-cuadrado de Wald (SAS Institute Inc. 2011) al 5% de

significancia.

4.2 Evaluacion de la eficiencia de diversos agentes dispersantes

Para seleccionar el dispersante mas eficiente se realizaron tres evaluaciones, con el fin
de mejorar la aplicacion de la prueba descrita en el apartado 4.3; por lo tanto, se evalué la
humectacién del producto sobre el insecto, el efecto mortalidad sobre el insecto y los hongos

entomopatdgenos. Las evaluaciones se describen a continuacion:

4.2.1 Evaluacion de la capacidad de los dispersantes para humectar al insecto.

Para determinar la capacidad de humectacién de los productos dispersantes sobre
el insecto, se prepararon soluciones acuosas de los mismos a diferentes concentraciones,
partiendo de la concentracién recomendada por el fabricante (Cuadro 4). Las aplicaciones
se realizaron mediante una microjeringa marca HAMILTON, de tal forma que cada insecto
(estado adulto y con comportamiento activo) recibié exactamente 1 pl de cada solucién. A
continuacion, se determind visualmente si el liquido penetraba o no las capas cerosas del

insecto y si lograba penetrar hasta su cuticula.
Los dispersantes utilizados en la presente investigacion fueron:

- Break thru® (Poliéster polimetilsiloxano Copolimero i.a.) coadyuvante no iénico el
cual actia como surfactante, humectante, dispersante y penetrante, presenta compuestos
organo siloxanos modificados para ser usados en mezcla de productos plaguicidas y

fertilizantes foliares que se aplican con agua (Basfagro 2009).

-Cosmo-IN d® (i.a.: Polyoxiethylene Alquil Ether, Alcohol Etoxilado) coadyuvante no
i0nico, acelerador de penetracion (penetrante), surfactante, antiespumante, reductor de
tension e Indicador pH (Alfaro 2009, Solano 2011).

-Traspore® (i.a.: Nonil Fenol Etoxilado, Propilenglicol, diluyentes y acondicionadores)

es un poderoso penetrante y humectante coadyuvante (Sagal sf.).
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-Limonoil® (i.a.: D-Limonene, Aceite parafinico de petréleo), coadyuvante agricola
natural, no iénico, que entre sus caracteristicas tiene un fuerte efecto emulsificante,
dispersante, humectante y penetrante. Mantiene la estabilidad de las suspensiones y evita
la sedimentacion. Posee una gran capacidad para reducir la tension superficial, lograndose

una aplicaciéon mas eficaz (Agrocosta 2012).

Cuadro 4. Agentes dispersantes y sus concentraciones evaluadas, como humectantes de la

cuticula de la cochinilla harinosa, Pseudococcus elisae.

DISPERSANTE CONCENTRACION DISPERSANTE CONCENTRACION

(m1/100 ml agua) (m1/100 ml agua)
02! 0,006!
COSMO- IN D® 0.3 BREAK THRU® 0,009
0.4 0,012
0.5 0,015
05! 0,025!
0,75 0,0375
TRASPORE® . LIMONOIL® 0,05
1.25 0,0675
1,50 0,075

1Concentracion recomendada por el fabricante.

La seleccion se efectué mediante una evaluacion cualitativa del producto, utilizando
una escala de medicion binomial (si o no). Para realizar las evaluaciones posteriores, se
utilizaron Unicamente los dispersantes y su concentracidén correspondiente, que fue eficaz

en humectar a la cuticula del insecto.
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4.2.2 Efecto directo de los dispersantes sobre la cochinilla.

Para evaluar si los dispersantes anteriormente seleccionados y sus respectivas
concentraciones, inducian por si mismos la muerte de las cochinillas, a insectos
previamente acondicionados en chayotes tal y como se describio en el capitulo 4.1, se les
aplicé 1pl de la solucion de cada dispersante seleccionado. Las unidades muestrales se
acondicionaron a temperatura ambiente (25£2°C) y cada tres dias, por espacio de 12 dias,
se cuantificd la mortalidad. Para ello se utilizé un estereoscopio y se considerd a un insecto
muerto, cuando al voltearlo, no se observd ningun tipo de movimiento por un espacio de 15

segundos.

4.2.2.1 Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental que se utilizé fue completamente al azar, constando de dos
tratamientos (Cosmo- IN d® y Break thru®) y un testigo absoluto, cada uno con diez
repeticiones. La unidad experimental consistiéo de un chayote con 5 cochinillas adultas. Se
realizd un analisis de regresion logistica utilizando el programa estadistico SAS, version 9.3
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Debido a que se reportaron tratamientos con mortalidad
de cero, en la primera evaluacién se realiz6 una prueba exacta de Fisher (SAS Institute Inc.
2011); posteriormente, dado que se presentaron diferencias entre tratamientos, se realiz6
una separacion de medias utilizando la prueba de Chi-cuadrado de Wald (SAS Institute Inc.
2011) al 5% de significancia.

4.2.3 Compatibilidad del dispersante con los hongos entomopatégenos

Los hongos utilizados en esta prueba se obtuvieron de la coleccién del Laboratorio
de Control Biolégico de CORBANA, en la cual cada microorganismo se encuentra liofilizado
dentro de un vial de polipropileno de 3,6 ml de capacidad. Su reactivacion se realizd
inoculando pequefios fragmentos del liofilizado de cada hongo, en el medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA). Luego de un periodo de incubacion (26°C y en condiciones de
oscuridad) de 7 dias, las colonias formadas se tomaron como fuente de indculo para
reproducir el hongo, en un sistema bifasico (medio liquido Saboraud Liquid Medium), para
luego escalarlo en un medio sélido (mezcla de arroz y granza), siguiendo los protocolos
desarrollados por CORBANA.
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La compatibilidad de los hongos a evaluar se determiné mediante su exposicion a los
dispersantes y sus concentraciones correspondientes que fueron seleccionados por su
capacidad de humectabilidad (punto 4.2.1) y su efecto directo (punto 4.2.2) sobre las
cochinillas. Paratal fin, se evaluo el efecto de los tratamientos seleccionados (punto 4.2.3.1),
para lo cual se prepararon suspensiones compuestas por los hongos seleccionados a una
concentracion de 5,0x107 conidios/gr, en soluciones del dispersante Break thru®, a una
concentracion al 0,06%. Tales soluciones se sometieron a agitacion orbital por espacio de
dos horas, simulando el tiempo y las condiciones que se presentan durante una aplicacion
en el campo. Terminado este periodo, una alicuota de 1 ml de cada solucion, se diluy6 hasta
104,y 100 pl de esta se inocularon en un plato petri con medio PDA. Los platos fueron
incubados a 25°C por espacio de 16 horas y bajo el microscopio se cuantificé el nUmero de
conidios germinados sobre un total de 50 conidios evaluados para determinar el porcentaje
de viabilidad.

4.2.3.1 Disefio experimental y su andlisis estadistico

El disefio experimental que se utilizo fue completamente al azar, constando de cuatro
tratamientos (con ocho repeticiones por tratamiento): T1l: Break thru® + ENTO-01 (B.
bassiana), T2: Break thru® + ENTO-29 (M. anisopliae), T3: Break thru® + PL-11 (P.
lilacinum), T4: Break thru® + LL-56 (L. lecanii). Posteriormente, se realiz6 un andlisis de
regresion logistica utilizando el programa estadistico SAS, versién 9.3 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

4.3 Efecto de los propagulos y los filtrados metabdlicos de hongos
entomopatdégenos sobre Pseudococcus elisae, bajo condiciones de

laboratorio.

A continuacién, se describen las fases para evaluar la mortalidad de las cochinillas

tratadas con propagulos y los filtrados metabdlicos de hongos entomopatdgenos:
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4.3.1 Origen de los hongos entomopatogenos utilizados

En el estudio se utilizaron 16 aislamientos de hongos entomopatégenos,
provenientes de la coleccion del Laboratorio de Control Bioloégico de CORBANA (Cuadro 5),
conservados bajo liofilizacion y originarios de fincas bananeras de la Region Huetar
Atlantica; dichos aislamientos fueron previamente seleccionadas debido a su alta
patogenicidad hacia Galleria mellonella (LEP: Pyralidae) como organismo indicador a nivel
de laboratorio (Rodriguez 2014).

Cuadro 5. Hongos entomopatégenos empleados en la prueba de patogenicidad (suspensién
conidial) y de eficacia de metabolitos secundarios.

HONGO CODIGO*

Beauveria bassiana ENTO-01
ENTO-03

ENTO-05

ENTO-12

Metarhizium anisopliae ENTO-23
ENTO-24

ENTO-25

ENTO-29

ENTO-33

ENTO-34
ENTO-36
MA-15

Purpureocillium lilacinum PL-10
PL-11
PL-12

Lecanicillium lecanii LL-56

*Caodigos asignados a los aislamientos de hongos entomopatégenos, por el laboratorio de control biol6gico de
CORBANA.
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4.3.2 Produccion de propagulos y metabolitos secundarios de los hongos

entomopatdgenos, utilizando dos agentes inductores de enzimas liticas.

En primera instancia, el material biolégico liofilizado de cada hongo fue reactivado en
platos Petri con medio de cultivo PDA. Los platos se incubaron a 25°C en condiciones de

oscuridad durante 7 dias hasta observar colonias puras y esporuladas.

A continuacion, se prepararon los medios inductores liquidos: i. Sabouraud Liquid
Medium; ii. Medio enriquecido con quitina coloidal preparada segun la metodologia descrita
por Carr (2009), para inducir la produccion de quitinasas; iii. Medio enriquecido con cuticula
de G. mellonella como fuente de proteina (Anexo 1, protocolo utilizado para el
procesamiento de la cuticula), para inducir la produccién de proteasas. La composicion de
los medios inductores se detalla a continuacion (Cuadros 6 al 8):

Cuadro 6. Composicion del medio inductor Saboraud Liquid Medium.

COMPUESTO CANTIDAD (gr) / 375 ml
Saboraud Liquid Medium 11,25
Extracto de levadura 1,87
Leche de soya 3,75

Cuadro 7. Composicién del medio inductor enriquecido con quitina.

COMPUESTO CANTIDAD (gr) / 375 ml
Extracto de levadura 0,75
Glucosa 3,75
Nitrato de Potasio 1,125
Fosfato Monopotéasico (KH2PO.) 0,75
Quitina 1,875

*El pH del medio se ajusté a 6.
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Cuadro 8. Composicidon del medio inductor con adicion de cuticula

COMPUESTO CANTIDAD (gr) / 375 ml
Cloruro de Calcio (CaCly) 0,0375
Fosfato Monopotasico (KH2PO.) 0,075
Fosfato de Sodio (Naz:HPO.) 0,075
Sulfato de Magnesio (MgSO04) 0,0375
Cloruro de Zinc (ZnCly) 0,0375
Cuticula de G. mellonella 3,75

Posteriormente, 125 ml de cada medio inductor fue depositado de en erlenmeyer de
250 ml de capacidad y estos fueron esterilizados a 121°C por espacio de 15 minutos. Luego
se les agregd la cuarta parte del hongo correspondiente, producido en los platos Petri
(Figura 4). Los medios inductores liquidos se cubrieron con papel aluminio para evitar la
entrada de luz, y se sometieron a agitacion orbital (120 RPM), a una temperatura de 24+2°C,

por un periodo de siete dias.
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Figura 4. Inoculacion de los medios inductores

Al cuarto dia después la inoculacion de los hongos, se determiné la pureza de los
cultivos; para ello se realizé el siguiente procedimiento (Figura 5): primero se procedio a
realizar series decimales de dilucién (101, 102, 103, 10, 10-°), para cada cultivo se trasladd
un 1 ml de la solucién madre a un tubo de ensayo estéril con 9 ml de agua destilada; de
esta manera se hizo la primera dilucién (10); el tubo que contenia la primera diluciéon se
agité hasta homogenizar el contenido, luego se tomo una alicuota de 1 mly se deposit6é en
un segundo tubo de ensayo (10?) con la misma cantidad de agua destilada estéril (9 ml),

50



dicha dilucion se agit6 durante 30 segundos; posteriormente por medio de una micropipeta
se tomd una alicuota 1 yL de la solucion (10?) y se inoculdé en platos petri con PDA
acidificado (pH 4,8) para favorecer el crecimiento de hongos, y con agar nutriente para

determinar la presencia de bacterias contaminantes; finalmente cuatro dias después de

realizada la prueba, se revisaron los platos inoculados para verificar su pureza.

Figura 5. Esquematizacion del sistema de determinacion de la pureza de los medios
inductores liquidos: 1. Agitacion orbital de los medios de cultivo; 2. Extraccion de 1 ml de la
soluciéon madre; 3. Preparacion de la primera diluciéon 107 4. Agitacion de la dilucién 107 5.

Preparacion de la diluciéon 102 6. Deposito de1 pL de la solucion (10) en platos petri con
PDA; 7. Rayado de la solucion sobre el medio PDA; 8. Revision de la pureza de los platos
inoculados.

Para el escalamiento de los hongos (produccién de propagulos), se utilizaron bolsas
de polipropileno conteniendo un sustrato compuesto por 200 g de arroz, 100 g de granza de
arroz y 90 ml de agua destilada. Las bolsas fueron esterilizadas a 121°C por 25 minutos y
1kg/cm? de presion. Estas bolsas fueron inoculadas con 20 ml de biomasa producida en
cada medio inductor (estos con siete dias de inoculados) (Figura 6). El material inoculado
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se incubd en estantes metalicos dentro de salas a 25°C; al décimo dia se le determiné la
viabilidad y pureza segun la metodologia descrita en el Anexo 2. El periodo total de
incubacion fue de 12 dias, en este Ultimo dia se determind la concentracion de conidios.

Figura 6. Inoculacién de bolsas con arroz y granza, y su incubacién para la produccion de
conidios.

Para la produccion de metabolitos secundarios de los diferentes hongos, se utilizo el
mismo procedimiento descrito anteriormente para la elaboracion de los medios de cultivos
liquidos, pero con la diferencia de que en el cuarto dia después de inocular los hongos en
los medios liquidos, se suspendid su agitacion y los cultivos se trasladaron a una incubadora
(26°C), donde se mantuvieron estaticos durante 10 dias en condiciones de oscuridad. La
prueba de pureza (mismo procedimiento descrito anteriormente) se realizé siete dias
después de inoculados los cultivos liquidos. Durante este periodo se presenta la idiofase de
los hongos, en la cual se produce la mayor cantidad de metabolitos secundarios.

Al concluir este periodo, los cultivos se centrifugaron a 3000 RPM durante 10 minutos
y bajo condiciones de asepsia, el liquido sobrenadante se sometid a filtracion utilizando
filtros de nitrocelulosa de 4,7 cm de diametro y 0,22 um de poro. Se obtuvo un total de 30
ml de filtrado a partir de cada cultivo. Los filtrados se almacenaron en tubos cénicos con
tapa de rosca, estériles, de 50 ml de capacidad y se almacenaron en condiciones de
oscuridad y a temperatura de 3°C (Figura 7).
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1. Inoculacion del
microorganismo en
platos petri

2. Preparacion de
los medios de cultivo
liquidos (MCL)

3. Inoculacion de los
MCL

4. Agitacion orbital
125 ml
120 RPM
2412°C
Por 7 dias

5. Prueba de calidad

(4 dias después de
inoculado)

6. Inoculacion del
MCL en bolsas con
arroz

7. Prueba de
viabilidad y pureza

8. PRODUCCION
DE PROPAGULOS

4. Agitacion orbital
125 ml
120 RPM
24+2°C
Por 4 dias

5. Reposo
Incubacion
26°C

6. Prueba de calidad

(7 dias después de
inoculado)

7. Centrifugacion
3000 RPM

8. FILTRADO DE
METABOLITOS

Figura 7. Esquematizacion del proceso para la produccion de propagulos y

metabolitos.
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4.3.3 Tratamientos aplicados

Cada aislamiento evaluado se sometio a cinco tratamientos (Cuadro 9), los cuales
consistieron en: i. Propagulos producidos en medio inductor Saboraud Liquid Medium; ii.
Propagulos producidos en medio enriquecido con quitina coloidal; iii. Propagulos producidos
en medio enriquecido con cuticula de Galleria mellonella; iv. Filtrado Metabdlico con adicion
de quitina. v. Filtrado Metabdlico con adicion de cuticula. Los propagulos se aplicaron a una
concentracion de 5,0 x 107 conidios/ml, mientras que los filtrados a una concentracién del
5%.

Cuadro 9. Tratamientos utilizados para la evaluacion de propagulos y metabolitos
secundarios de los hongos entomopatdgenos.

N° TRATAMIENTO CONCENTRACION ABREVIATURA

1 Propéagulos producidos con Saboraud 5,0 x 107 conidios/ml PSLM
Ligquid Medium

2 Propagulos producidos con adiciéon 5,0 x 107 conidios/ml PQ

de quitina coloidal

3 Propagulos producidos con adicion 5,0 x 107 conidios/ml PP
de cuticula de Galleria mellonella

4 Filtrado metabdlico producidos con 5% MQ
adicion de quitina coloidal

5 Filtrado metabdlico producidos con 5% MP
adicion de cuticula de Galleria
mellonella
6 Testigo - T
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Tanto la aplicacion de los tratamientos con propagulos infectivos, como la de los
filtrados metabdlicos se realizé en un ambiente estéril, dentro de una cédmara de flujo

laminar.

En el caso de los propagulos, se tomé 10 gr del sustrato colonizado por el respectivo
hongo y se suspendié en 100 ml de agua estéril (con 0,05% de Tween 80). Luego se
realizaron diluciones seriadas hasta 103 (procedimiento desarrollado en el punto 4.3.2) para
determinar la concentracion de conidios viables/gramo de la muestra (procedimiento
descrito en el Anexo 3). Posteriormente se calcularon los gramos del sustrato soélido (el cual
contenia el medio inductor mas el hongo entomopatégeno) necesarios a disolver en 500 ml
de agua estéril con 0,05% de Tween 80, a una concentracién de 5,0x107 conidios (100%

viables)/ml, para formular la suspension final a aplicar.

Para los tratamientos con filtrados metabdlicos (FM), se prepard una solucion al 5%
(v/v) del filtrado puro. Las concentraciones fueron seleccionadas mediante investigaciones

previas no publicadas, realizadas en el laboratorio de Control Biol6gico de CORBANA.

Finalmente, se le aplicé a cada insecto 1,0 yl de la suspension de los tratamientos

respectivos con la ayuda de una microjeringa (Figura 8).

Preparacion de los Colocacion de las
tratamientos cochinillas

Evaluacion Colocacion de las Colocacién del 1 ul
insecto

Figura 8. Aplicacion de los tratamientos de un determinado bioensayo.
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Debido al prolongado lapso de tiempo que implica evaluar cada hongo en sus 5
diferentes tratamientos, se considero dividir el estudio en 6 bioensayos; en los bioensayos
1, 2, 3y 5 se evaluaron tres aislamientos de diferentes géneros (experimentos factoriales
5x3), y en los bieonsayos 4 y 5, se utilizaron dos aislamientos (experimentos factoriales
5x2). Los aislamientos evaluados en cada bioensayo se detallan en el Cuadro 10. En cada
bioensayo se agregd un testigo absoluto (sin la aplicacion de hongos), para medir el posible

efecto del manipuleo del insecto, sobre su mortalidad.

Cuadro 10. Distribucidén de los aislamientos de hongos entomopatdgenos segun

bioensayos.
N° DE AISLAMIENTOS DE HONGOS
BIOENSAYO ENTOMOPATOGENOS

1 ENTO-01 ENTO-29 PL-11

B. bassiana M. anisopliae P. lilacinum
2 ENTO-05 ENTO-23 PL-10

B. bassiana M. anisopliae P. lilacinum
3 ENTO-03 LL-56 MA-15

B. bassiana L. lecanii M. anisopliae
4 ENTO-24 ENTO-25

M. anisopliae M. anisopliae
5 ENTO-34 ENTO-36 ENTO-12

M. anisopliae M. anisopliae B. bassiana
6 ENTO-33 PL-12

M. anisopliae P. lilacinum
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4.3.4 Disefio experimental

Las unidades experimentales consistieron de un chayote con cinco cochinillas adultas
dentro de un vaso desechable de 14 onzas de capacidad (Figura 9); el vaso contenia en el
fondo un anillo de algoddn, al que se le aplicé 5 ml de agua destilada estéril con el fin de
mantener una humedad aproximada al 90%. El vaso se cubrié con papel aluminio con
pequefias perforaciones para permitir el intercambio gaseoso. Las unidades experimentales
se establecieron un dia antes de cada aplicacién, con el objetivo de que los insectos tuvieran

un periodo de aclimatacion.

Figura 9. Recipiente plastico donde se ubico el sustrato.

El disefio experimental que se utilizé para cada bioensayo fue completamente al azar

con 6 repeticiones por tratamiento (Figura 10),

Figura 10. Acondicionamiento de las unidades experimentales.

57



4.3.5 Variables medidas

Las variables medidas fueron el nUmero de insectos vivos y de insectos muertos; con
estos datos se calculd el porcentaje de mortalidad. Se considerd que el insecto estuviese
muerto cuando al voltearlo no se observase ningiin movimiento por un espacio de tiempo
de 30 segundos. La variable analizada fue la mortalidad de las cochinillas en un periodo de
8 dias.

4.3.6 Analisis estadistico

Para cada bioensayo se realiz6 un analisis estadistico utilizando el modelo lineal
generalizado, usando la funcion I6gito como funcion vinculante [Logito (x) = log [p (X) / (1-p
(X)]]. El andlisis se hizo en dos pasos: primero se aplicé un modelo unifactorial donde todas
las combinaciones de tratamientos x aislamientos se compararon con el testigo mediante la
prueba de diferencia minima significativa (DMS) de Wald y luego se analiz6 la estructura

bifactorial (5 x3 en los bioensayos 1, 2, 3y 5; y 5x2 en los bioensayos 4 y 6).

Posteriormente, los datos de mortalidad se corrigieron sustrayendo la mortalidad
promedio del testigo. Con estos datos se analizé el conjunto factorial de los 16 aislamientos
de hongos entomopatégenos x 5 medios de crecimiento, aplicando un analisis de regresion
logistica. Para los analisis se utilizé el software Proc Genmod de SAS/STAT, version 9.3
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. 2011).
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5. RESULTADOS

5.1Evaluacién de sustratos de naturaleza vegetal, para el mantenimiento de las

cochinillas

En el Cuadro 11 se presentan los porcentajes de mortalidad de las cochinillas
utilizando los tres sustratos vegetales (chayote, camote y tacaco) en un periodo de tiempo
de 15 dias. Solo se encontraron diferencias significativas entre tratamientos al quinceavo
dia después de la colocacién de los insectos sobre los vegetales (Pr<0,0196), momento en
el cual el chayote presentd menores porcentajes de mortalidad de las cochinillas (44,4%),

en comparaciéon con el camote (66,7%) y el tacaco (74,4%).

Cuadro 11. Porcentaje de mortalidad de las cochinillas, de acuerdo al sustrato vegetal de

alimentacion.

DIAS DESPUES DE N° TRATAMIENTO
COLOCACION DEL INDIVIDUOS MORTALIDADL
INSECTO SOBRE EL %
VEGETAL
38 Chayote 0,0a
4 39 Tacaco 0,0a
39 Camote 0,0a
Pr>1,00
8 36 Chayote 53a
37 Tacaco 54a
37 Camote 10,8 a
Pr>0,5897
12 36 Chayote 30,6 a
37 Tacaco 16,2 a
37 Camote 316a
Pr>0,2234
36 Chayote 44.4 a
15 37 Tacaco 74.4 b
36 Camote 66.7b
Pr<0,0196

1 Medias de tratamiento con igual letra no difieren entre si segin prueba
de Chi-cuadrada de Wald a 5% de significancia.
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Durante el experimento se evidencid6 que la cochinilla harinosa desarrolld
exitosamente su ciclo de vida en los frutos de chayote (Figura 11), caso contrario sucedio
en el camote y el tacaco, donde los insectos presentaron baja produccion de ceray ovisacos
(Figura 12). Por lo tanto, se selecciono el fruto de chayote para las pruebas posteriores, al
ser el sustrato que presenté una menor mortalidad de los insectos (al octavo y quinceavo
dia después de la colocacion de las cochinillas sobre el chayote), favoreciendo condiciones
para la alta produccién de cera y ovisacos.

Figura 12. Escaso desarrollo de ovisacos de la cochinilla harinosa del banano, en frutos de
tacacos y tubérculos de camote.
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5.2 Eficacia de los agentes dispersantes

5.2.1 Efecto de los dispersantes sobre la mortalidad de las cochinillas harinosas

Los dispersantes Traspore® y Limonoil® fueron descartados ya que a dosis cuatro
veces mayor a la recomendada por el fabricante no humect6 la capa cerosa de la cochinilla
harinosa (Cuadro 12). Caso contrario ocurrié con Cosmo- IN d® que a una concentracion
de 0,8% (dosis cuatro veces mayor a la recomendada por el fabricante), logré humectar la
capa cerosa del insecto. El dispersante Break thru® humecto la capa cerosa del insecto

utilizando la dosis recomendada por el fabricante, que fue de 0,06% (Figura 13).

Cuadro 12. Eficacia de los dispersantes para penetrar las capas serosas y humectar a la

cochinilla a diferentes concentraciones del producto comercial.

CONCENTRACIONES EVALUADAS Y SELECCIONADAS DE LOS
DISPERSANTE DISPERSANTES

Break thru® 0,006

X
Cosmo-IN D® 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
- - - - - - X
Traspore® 0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2 2,25 2,5
Limonoil® 0,025 0,037 0,05 0,0625 0,75 0,875 1 1,12 1,25

* Utilizacion del simbolo (X) para resultados positivos, y del simbolo (-) para negativos de humectacion y

penetracién del dispersante.
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Figura 13. Eficacia de Break thru® (0,06%) como agente humectante sobre la cuticula de la
cochinilla.

Por lo mencionado anteriormente, se seleccionaron Break thru® y Cosmo- IN d®, a
los cuales se les evaluo su efecto sobre la mortalidad de las cochinillas. En el Cuadro 13,
se presentan los porcentajes de mortalidad de las cochinillas tratadas con los dispersantes
seleccionados. Se observa que al cuarto dia después de la aplicacion (DDA), no hubo
diferencias significativas (P>0,3241); no obstante, Cosmo- IN d® present6 un 2,1% de
mortalidad sobre las cochinillas, mientras que Break thru® no afect6 al insecto. Al octavo
dia DDA tampoco se reportan diferencias significativas (P>0,083); sin embargo, el
dispersante que produjo una menor mortalidad sobre los insectos con respecto al testigo
fue Break thru® con un 6% (Figura 14). Al doceavo dia DDA todos los tratamientos difirieron
entre si (Pr<0.0001), siendo Cosmo- IN d® el dispersante que presenté un menor porcentaje
de mortalidad (35,6%). Por lo tanto, al utilizar para las aplicaciones Break thru® la dosis
recomendada por el fabricante, no presentar porcentajes de mortalidad sobre los insectos
al cuarto dia DDAy presentar en el octavo dia el menor porcentaje de mortalidad comparado

con Cosmo-IN d®; se seleccion6 dicho dispersante para las pruebas posteriores.
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Cuadro 13. Efecto de los dispersantes Cosmo-IN d® y Break thru® sobre la mortalidad de

DDA

12

2 Medias de tratamiento con igual letra no difieren entre si seguiin prueba
de Chi-cuadrada de Wald a 5% de significancia.

las cochinillas.
TRATAMIENTO N?

Cosmo-IN d® 47

Break thru® 50
Testigo 49
Pr>7Z
Break thru® 50
Cosmo-IN d® 44
Testigo 48

Pr>Chi-Cuadrado

Cosmo-IN d® 44

Break thru® 49

Testigo 48
Pr>Chi-Cuadrado

MORTALIDAD?

(%)
2,1a
0,0a
0,0a

0,3241

6,0a
13,6 a
20a
0,083

356b
55,1¢c
12,5 a

<0,0001

IN: NUumero de insectos vivos

100

MORTALIDAD (%)
R - )
o ©o o O o

Efecto de los dispersantes Cosmo-IN d® y Break thru®

sobre la mortalidad de las cochinillas.

4 8 12
DDA
Cosmo-IN d® Break thru® —e=Testigo

Figura 14. Efecto de los dispersantes Cosmo-IN d® y Break thru® sobre la mortalidad de las

cochinillas.
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5.2.2 Compatibilidad de Break thru® con los hongos entomopatégenos.

El dispersante Break thru® no presentd un efecto negativo sobre la germinacion de
los aislamientos ENTO-01, ENTO-29, PL-11 y LL-56, los cuales corresponden a B.
bassiana, M. anisopliae, L. lecaniiy P. lilacinum, respectivamente. Entre los tratamientos no
se presentaron diferencias significativas (Pr>0,1951), siendo el menor porcentaje de
viabilidad un 98,3% correspondiente al tratamiento de M. anisopliae + Break thru® (Cuadro
14).
Cuadro 14. Porcentaje de viabilidad de conidios de cuatro aislamientos de hongos

entomopatdégenos, tratados con Break thru®, en condiciones in vitro.
N° PROMEDIO

TRATAMIENTO! DE CONIDOS VIABLI/‘IDAD
GERMINADOS °
M. anisopliae + Break thru® 49,1 98,32
B. bassiana + Break thru® 49,3 98,52
L. lecanii + Break thru® 49,6 99,32
P. lilacinum + Break thru® 49,8 99,52
Pr>0,2610

En la figura 15 se evidencia un normal desarrollo de los tubos germinativos y una
germinacion tipica de los conidios de las cuatro especies de hongos evaluadas (B. bassiana,

M. anisopliae, L. lecanii y P. lilacinum), lo cual demostré su compatibilidad con Break thru®.

Figura 15. Conidios germinados de B. bassiana (ENTO-01), M. anisopliae (ENTO-29), L.
lecanii (LL-56) y P. lilacinum (PL-11), expuestos a Break thru®.
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5.3Mortalidad de las cochinillas tratadas con propagulos y filtrados crudos

metabodlicos de los hongos entomopatégenos.

5.3.1 Resultados individuales para cada bioensayo.

Los porcentajes de mortalidad obtenidos en los seis bioensayos se muestran en los
cuadros 15 a 20. Los resultados de los bioensayos 1, 2 y 3 evidenciaron un efecto positivo
de todos los tratamientos (propagulos y filtrados crudos metabdlicos) sobre la mortalidad de
los insectos, independientemente del aislamiento del hongo entomopatdgeno. En el
bioensayo 4 solo el aislamiento ENTO-24 con el tratamiento PSLM, el aislamiento ENTO-
25 con los tratamientos PP y PQ, respectivamente, no mostraron diferencias significativas
con el testigo (P=0,0528). En el bioensayo 5, el aislamiento ENTO-34 con el tratamiento
MQ, ENTO-36 con el MP y ENTO-12 con los tratamientos MQ y PP no difirieron
significativamente con el testigo (P=0,0751). En el bioensayo 6, el aislamiento PL-12 con el
tratamiento MQ, el aislamiento ENTO-33 con los tratamientos SLM y MQ no mostraron

diferencias significativas con el testigo (P=0,0756).

En el bioensayo N°1 (Cuadro 15) los mayores porcentajes de mortalidad los
presentaron los aislamientos ENTO-01 con los tratamientos MQ (53,3%) y PQ (50%),
ENTO-29 con PQ (50%) y PL-11 con el tratamiento PQ (50%); El testigo presenté un 3,3%
de mortalidad sobre los insectos.
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Cuadro 15. Bioensayo N°1; Medias de mortalidad de las cochinillas tratadas con

propagulos y filtrados crudos de cultivos, de B. bassiana (ENTO-01), M. anisopliae (ENTO-
29) y P. lilacinum (PI-11).

HONGO

B. bassiana
Ento-01

M. anisopliae
Ento — 29

P. lilacinum
PL-11

TRATAMIENTO!

PSLM

PQ
PP
MQ
MP
PSLM
PQ
PP
MQ
MP
PSLM
PQ
PP
MQ
MP
TESTIGO

Légito?tErr.Est.

-0.69+0.39

0.00+0.37
-0.41+0.37
0.13+0.37
-0.69+0.39
-0.41+0.37
0.00+0.37
-0.55+0.38
-0.13+0.37
-0.55+0.38
-0.55+0.38
0.00+0.37
-1.19+0.43
-0.55+0.38
-0.41+0.37
-3.37+£1.02

MORTALIDAD®
%
33,3
50,0
40,0
53,3
33,3
40,0
50,0
36,7
46,7
36,7
36,7
50,0
23,3
36,7
40,0
3,3

Diferencias entre tratamientos, P=0.0036
Tratamiento= Significado de las siglas expuesto en el apartado 4.3.3 (Cuadro 9).

2L ogito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.
“Todos los tratamientos difirieron significativamente del testigo (P<0,0487), segun prueba DMS de Wald

(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. 2011).

En el cuadro 16 se muestran los resultados del bioensayo N°2, los aislamientos y los

tratamientos que presentaron mayores porcentajes de mortalidad de los insectos fueron:
ENTO-05 -PSLM (73,3%), ENTO-05 —PQ (56,7%) y ENTO-05 —PP (53,3%); convirtiendo el

aislamiento ENTO-05 en uno de los mas promisorios por su alta capacidad de infestar al

insecto. El testigo mostré un 3% de mortalidad de los insectos.
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Cuadro 16. Bioensayo N°2; Medias de mortalidad de las cochinillas tratadas con

propagulos y filtrados crudos de cultivos, de B. bassiana (ENTO-05), M. anisopliae (ENTO-
23) y P. lilacinum (PI-10).

HONGO

B. bassiana
ENTO-05

M. anisopliae
ENTO-23

P. lilacinum
PL-10

TRATAMIENTO

PSLM
PQ
PP
MQ
MP

PSLM
PQ
PP
MQ
MP

PSLM
PQ
PP
MQ
MP

TESTIGO

1,01+0,41
0,27+0,37
0,13+0,37
-0,27+0,37
-0,55+0,38
-0,27+0,37
-0,55+0,38
-0,69+0,39
-1,19+0,43
-0,85+0,40
-1,01+0,41
-0,69+0,39
-1,01+0,41
-0,41+0,37
-0,55+0,38

-3,37+1,02

Diferencias entre tratamientos, P=0.0001
1Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.

] MORTALIDAD*
Légito+Err.Est.

%
73,3
56,7
53,3
43,3
36,7
43,3
36,7
33,3
23,3
30,0
26,7
33,3
26,7
40,0
36,7

3,3

“Todos los tratamientos difirieron significativamente del testigo (P<0,0487), segin prueba DMS de Wald

(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. 2011).
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La figura 16 muestra: A) un insecto momificado por B. bassiana (ENTO-05 —SLM); B)

conidiéforos tipicos de B. bassiana presentes sobre la cuticula del insecto.

Figura 16. A) Pseudococcus elisae momificado por Beauveria bassiana (ENTO-05); B)
detalle de conidi6foro de B. bassiana presente sobre la cuticula del insecto (40X).

En el bioensayo N°3 (Cuadro 17) el testigo no presentd mortalidad sobre los insectos.

El aislamiento LL-56 con los tratamientos MQ con un 50%, PP, PQ y MP con un 46,7%,

presentaron los mayores porcentajes de mortalidad de las cochinillas.
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Cuadro 17. Bioensayo N°3; Medias de mortalidad de las cochinillas tratadas con

propagulos y filtrados crudos de cultivos, de B. bassiana (ENTO-03), L. lecanii (LL-56) y M.
anisopliae (MA-15).

HONGO TRATAMIENTO

PSLM
PQ
PP
MQ
MP

PSLM
PQ
PP
MQ
MP

PSLM
PQ
PP
MQ
MP

TESTIGO

B. bassiana
ENTO-03

L. lecanii
LL-56

M. anisopliae
MA-15

Logito'+Err.Est.

-1,01+0,41
-0,55+0,38
-0,69+0,39
-0,85+0,40
-0,55+0,38
-0,13+0,37
-0,13+0,37
-1,19+0,43
0,00+0,37
-0,13+0,37
-0,55+0,38
-0,41+0,37
-0,41+0,37
-0,69+0,39
-1,19+0,43

-25,37+0,38

Diferencias entre tratamientos, P=0.0005
Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.

MORTALIDAD®

%
26,7
36,7
33,3
30,0
36,7
46,7
46,7
23,3
50,0
46,7
36,7
40,0
40,0
33,3
23,3

0,0

“Todos los tratamientos difirieron significativamente del testigo (P<0,0001), segiin prueba DMS de Wald

(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. 2011).

En la figura 17 se evidencia el efecto de las enzimas, toxinas o metabolitos

secundarios de naturaleza proteolitica (LL-56 —MP) y quitinolitica (LL-56 —-MQ) del

aislamiento LL-56, mostrandose insectos con coloraciones oscuras producto de diversos

mecanismos que provocaron la deshidratacion del insecto.
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LL-56-MQ

Figura 17. Cochinillas tratadas con metabolitos de naturaleza proteolitica y quitinolitica del
aislamiento LL-56.

En el bioensayo N°4 (Cuadro 18), el aislamiento ENTO-24 con los tratamientos PQ
(56,7%), MQ (50%), PP (46,7%) y ENTO-25 con el tratamiento PQ (46,7%), fueron los que
mostraron los mayores porcentajes de mortalidad de los insectos; tales aislamientos
pertenecientes a la especie M. anisopliae. Por el contrario, los aislamientos y sus
tratamientos, ENTO-25 —MQ (26,7%), ENTO-25 —MP (23,3%) y ENTO-24 —PSLM (16,7%)
presentaron los menores porcentajes de mortalidad de las cochinillas. El testigo presento

un 6,7% de mortalidad de los insectos.
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Cuadro 18. Bioensayo N°4; Medias de mortalidad de las cochinillas tratadas con

propagulos y filtrados crudos de cultivos, de M. anisopliae (ENTO-24 y ENTO-25).

HONGO TRATAMIENTO  Logito'+Err.Est. MORT@(’LIDAD

PSLM -1,61+0,49 16,7

PQ 0,27+0,37 56,7

M. anisopliae .
ENTO-24 PP -0,13+0,37 46,7
MQ 0+0,36 50,0

MP -0,27+0,37 43,3

PSLM -0,27+0,37 43,3

PQ -0,13+0,37 46,7

M. anisopliae *
ENTO-25 PP -0,40+0,37 40,0

MQ -1,01+0,41 26,7"

MP -1,19+0,43 23,3"
TESTIGO -2,64+0,73 6,7

Diferencias entre tratamientos, P=0.0001

Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.
*Diferencias significativas con el testigo P<0,05 segun prueba DMS de Wald (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA. 2011).
"sDiferencias no significativas con el testigo (P=0,0528).

En la figura 18 se evidencia la patogenicidad del hongo M. anisopliae sobre la
cochinilla harinosa, observandose micelio sobre el cadaver del insecto, donde se aplicé

propagulos producidos con adicién de quitina coloidal (ENTO-24 —PQ).

Figura 18. Insecto colonizado (micelio) por M. anisopliae, producto de la aplicacion del
tratamiento ENTO-24-PQ.

71



En el bioensayo N°5 (Cuadro 19) el testigo mostré un 13,3% de mortalidad de los
insectos. Sin embargo, los aislamientos y los tratamientos ENTO-36 —PQ (60%), ENTO-12
—PQ (56,7%) y ENTO-12 —PSLM (56,7%) mostraron los mayores porcentajes de mortalidad
de las cochinillas; caso contrario ocurrio con ENTO-34 —MQ (30%), ENTO-12 —MQ (30%) y
ENTO-36 —MP (26,7%), los cuales presentaron los menores porcentajes de mortalidad de

los insectos.

Cuadro 19. Bioensayo N°5; Medias de mortalidad de las cochinillas tratadas con propagulos

y filtrados crudos de cultivos, de B. bassiana (ENTO-12), M. anisopliae

(ENTO-34 y ENTO-36).

HONGO TRATAMIENTO Logitol+Err.Est. MORTOAA)LIDAD

PSLM 0,27+0,37 56,7

PQ 0,27+0,37 56,7

B. bassiana n

ENTO-12 PP -0,69+0,39 33,3™

MQ -0,85+0,40 30,0

MP -0,55+0,38 36,7

PSLM -0,55+0,38 36,7

PQ 0,13+0,37 53,3

M. anisopliae *
ENTO.34 PP -0,27+0,37 43,3

MQ -0,85+0,40 30,0

MP -0,55+0,38 36,7

PSLM -0,40+0,37 40,0

PQ 0,40+0,37 60,0

M. anisopliae .
ENTO-36 PP 0,13+£0,37 53,3
MQ -0,13+0,37 46,7

MP -1,01+0,41 26,7

TESTIGO -1,87+0,54 13,3

Diferencias entre tratamientos, P=0,0051

Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.
*Diferencias significativas con el testigo P<0,05, segin prueba DMS de Wald (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA. 2011).
"sDiferencias no significativas con el testigo (P=0,0751).

En el bioensayo N°6 (Cuadro 20) las mortalidades obtenidas fueron relativamente

bajas (entre el 16,7% y 26,7%) pero superiores al testigo (3,3%), con excepcion de los
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aislamientos y los tratamientos ENTO-33—-PQ (P<0,0042) y PL-12-PQ (P<0,0140), los cuales
presentaron las mortalidades mas altas de un 44,3% y 33,4% respectivamente.

Cuadro 20. Bioensayo N°6; Medias de mortalidad de las cochinillas tratadas con propagulos

y filtrados crudos de cultivos, de B. bassiana M. anisopliae (ENTO-33) y P. lilacinum (PI-12).

HONGO TRATAMIENTO Logitol+Err.Est. MORT@)LIDAD

PSLM -1,61+0,49 16,7

PQ -0,27+0,37 433"

M. anisopliae *
ENTO-33 PP -1,19+0,43 23,3

MQ -1,39+0,46 19,9m

MP -1,01+0,41 26,7

PSLM -1,01+0,41 26,7

PQ -0,69+0,39 33,4

P. lilacinum .
PL-12 PP -1,19+0,43 23,3

MQ -1,39+0,46 19,9m

MP -1,01+0,41 26,7
TESTIGO -3,37+1,02 3,3

Diferencias entre tratamientos, P=0,0460

Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.
*Diferencias significativas con el testigo P<0,05, segun prueba DMS de Wald (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA. 2011).
"SNo hay diferencias significativas con respecto al testigo (P=0,0756).

Los promedios de mortalidad para cada tratamiento (medio inductor) por bioensayo
se presentan en el cuadro 21. En los bioensayos N° 2, 3 y 6 no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos (P=0,1124). En el bioensayo N°1 se presento diferencias
significativas entre los medios PQ y PP de 17 puntos porcentuales (P=0,0216). En el
bioensayo N°4 el tratamiento PQ presento diferencias significativas con respecto a MP en
un 19% (P=0,0384) y a PSLM en un 24% (P=0,0122). En el bioensayo N°5 se presentan
diferencias significativas entre los tratamientos (P=0,0133), el tratamiento PQ se diferencio
significativamente de MP en un 24% (P=0,0018) y MQ en un 21% (P=0,0045). Por otro lado,
en el bioensayo N°6 el tratamiento PQ (38%) se diferencio significativamente de los
tratamientos MQ (20%) (P=0,0307) y PSLM (21%) (P=0,0467). En estos bioensayos N°1, 4
y 5 las otras comparaciones entre tratamientos no mostraron diferencias significativas
(P=0,05).
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Cuadro 21. Mortalidad promedio de P. elisae segin medio inductor. Datos segun bioensayo.

MEDIO Lo o MORTALIDAD
INDUCTOR Logito“tErr.Est. (%)
Bioensayo N°1 (N3=450)

PSLM -0,55+0,22 37 ab
PQ -2,08E-16+0,22 50 a
PP -0,7240,23 33b
MQ -0,1840,21 45 ab
MP -0,5540,22 37 ab

P=0,1124
Bioensayo N°2 (N=450)

PSLM -0,0940,23 48 a
PQ -0,3340,22 42 a
PP -0,5240,22 37a
MQ -0,62+0,23 35a
MP -0,6510,22 34 a

P=0,3741
Bioensayo N°3 (N=450)

PSLM -0,56+0,22 36 a
PQ -0,3610,21 41 a
PP -0,7610,23 32a
MQ -0,51+0,22 37a
MP -0,62+0,22 35a

P=0,7802
Bioensayo N°4 (N=300)

PSLM -0,94+0,31 28b
PQ 0,07+0,26 52 a
PP -0,2740,26 43 ab
MQ -0,51+0,28 38 ab
MP -0,73+0,28 33b

P=0,0836
Bioensayo N°5 (N=300)

PSLM -0,2340,22 44 ab
PQ 0,27+0,21 57 a
PP 0,28+0,22 43 ab
MQ -0,61+0,22 35b
MP -0,7040,22 33b

P=0,0133
Bioensayo N°6 (N=450)

PSLM -1,31+0,32 21b
PQ -0,48+0,27 38a
PP -1,19+0,31 23 ab
MQ -1,39+0,32 20b
MP -1,01+0,29 27 ab

P=0,1734

ITratamiento= Significado de las siglas expuesto en el apartado 4.3.3 (Cuadro 9).
2Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.
3N= numero de individuos evaluados por bioensayo.
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5.3.2 Comparacion grupal segun aislamiento y tratamiento.

Con la excepcion del bioensayo 4 (P=0,0279), en los demas bioensayos no se
encontraron interaccion entre los tratamientos y los aislamientos de hongos
entomopatdégenos (P=0,2618); y tampoco al considerar los seis bioensayos en su conjunto
(P=0,2592), lo cual significa que las diferencias entre hongos no dependen del medio

inductor, ni las diferencias entre medios inductores dependen del tipo de hongo.

Al analizar en su conjunto la mortalidad producida por los 16 aislamientos de hongos
entomopatdégenos, se encontraron diferencias significativas (P<0.0001) (Cuadro 22). Los
aislamientos que mostraron una mayor mortalidad sobre el insecto fueron: ENTO-05
(49,4%), LL-56 (42,1%), ENTO-29 (38,5%) y ENTO-01(38,3%); difiriendo significativamente

de los otros aislamientos.

Cuadro 22. Medias de mortalidad de cochinillas, tratadas con 16 aislamientos de hongos

entomopatégenos (la mortalidad promedio del testigo fue de 5%).

ESPECIE L. MORTALIDAD
Logitol+Err.Est.

(AISLAMIENTO) (%)
B. bassiana (ENTO-05) -0,02+0,17 49,4a
L. lecanii (LL-56) -0,32+0,17 42,1ab
M. anisopliae (ENTO-29) -0,47+0,17 38,5ab
B. bassiana (ENTO-01) -0,47+0,17 38,3ab
M. anisopliae (MA-15) -0,6510,17 34,3bc
M. anisopliae (ENTO-24) -0,68+0,19 33,5bc
P. lilacinum (PL-11) -0,6940,18 33,4bc
B. bassiana (ENTO-03) 0,73+0,18 32,5bc
M. anisopliae (ENTO-36) 0,82+0,19 30,5cd
M. anisopliae (ENTO-23) -0,87+0,18 29,6¢d
P. lilacinum (PL-10) -0,89+0,18 29,0cd
M. anisopliae (ENTO-25) -0,9340,19 28,3cd
B. bassiana (ENTO-12) -0,94+0,19 28,0cd
M. anisopliae (ENTO-34) -1,05+0,19 26,0cd
P. lilacinum (PL-12) -1,24+0,20 22,4d
M. anisopliae (ENTO-33) -1,2940,21 21,5d

1Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcidn de cochinillas muertas.
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Por otro lado, al comparar en su conjunto los tipos de tratamientos para la produccion
de propégalos y metabolitos, se presentaron diferencias significativas entre estos
(P<0.0001) (Cuadro 23), encontrandose que el mejor tipo de tratamiento utilizado fue el de
propagulos producidos con adicién de quitina coloidal (PQ), presentando una media de
mortalidad sobre los insectos del 41,7%, difiiendo significativamente de los otros medios
(P<0,0003).

Cuadro 23. Medias de mortalidad de P. elisae, segun tipo de tratamiento (propagulos y
filtrados)

TIPO DE TRATAMIENTO Légito'+Err.Est. PROMEDIO?

PQ -0,33+0,09 41,7a

PSLM -0,80+0,11 31,0b

PP -0,84+0,10 30,1b

MQ -0,85+0,10 30,0b

MP -0,95+0,10 28,0b
P<0.0001

Logito=Log[p/(1-p)]; p=proporcién de cochinillas muertas.
’Porcentajes de mortalidad promedio alcanzada con la aplicacion de propagulos y metabolitos en

diferentes medios de cultivo.
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6. DISCUSION

6.1Evaluaciéon de sustratos de naturaleza vegetal, para el mantenimiento de las

cochinillas

Teniendo en cuenta que en evaluaciones posteriores se determind el efecto de
diversos hongos sobre el insecto, se seleccionaron los resultados de las evaluaciones al
octavo dia en las pruebas realizadas en los apartados 5.1 y 5.2.1, en funcion con diferentes
estudios que demuestran que el ciclo de infeccion de los hongos entomopatdégenos en
insectos similares a P. elisae se da en un periodo entre 7 a 8 dias DDA. Como evidencia de
esto Pereira (2009), mostré valores de tiempo letal medio (TL50, tiempo promedio
transcurrido en los diferentes individuos, desde la aplicacién del microorganismo hasta su
muerte) aproximado de 8,6 dias en insectos adultos de Pseudococcus viburni tratados con
M. anisopliae; Quesada et al. (2006), documentaron valores de TL50 de 5,9 hasta 7,4 dias
en Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci en etapa adulta, tratadas con B. bassiana
(107 conidias/ml); Mendoza et al. (2006), obtuvieron valores de mortalidad de Planococcus
citri tratadas con L. lecanii (1x108 conidias/ml), de un 90%, al cuarto dia DDA. Finalmente,
Murcia y Salamanca (2006), aunque trabajando con un tipo diferente de insecto,
Bephratelloides maculicollis (Hymenoptera: Eurytomidae), reportaron tiempos similares en
evaluaciones con Paecilomyces. lilacinus (6,4x107 conidios/ml), mediante el cual se alcanzé
el 100% de mortalidad del insecto al cuarto dia DDA.

Diferentes estudios (Granara de Willink et al 1997, Niebla et al. 2010 y Cubillo 2013)
sefialan a las cochinillas como cosmopolitas y polifagas. En esta investigacion se demostro
bajo condiciones in vitro, una mayor preferencia del insecto hacia frutos de chayote en
comparacién con el tacaco y el camote, lo cual se evidencié debido a que al octavo y
quinceavo dia después de la colocacion de las cochinillas sobre los frutos y tubérculos, hubo
una menor mortalidad de los insectos (5,3% y 44,4%, respectivamente) con respecto a 5,4%
y 74,4% de mortalidad presentada en el tacaco y 10,8% y 66,7% en el camote; ademas,
como se observo en la Figura 11 los insectos mostraron una mayor capacidad de colonizar
los frutos de chayote y producir progenie (ovisacos), situacion que no ocurrié en el tacaco

ni el camote.

Lo anterior se asocia a las caracteristicas de los frutos de chayote, los cuales

presentan un exocarpo con presencia de surcos (epicarpio delgado), que le brindan refugio
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a los insectos; ademas presenta un mesocarpo carnoso-suave, formado por un parénquima
de almacenamiento rico en nutrientes (Gamboa 2005 y Reyes 2012), que contiene un 90%
de agua (Del Pilar 2010, Shiga et al. 2015), 22% de azucares solubles (fructosa y glucosa),
27% polisacéridos solubles, 20% polisacaridos no solubles, 10% de almidon (Shiga et al.
2015) y aminoacidos importantes (acido aspartico, acido glutamico, alanina, prolina, serina,
tirosina, treonina y valina) los cuales le brindan suavidad a la pulpa del fruto (Siciliano et al.
2004).

Aunado a lo anterior, Cubillo (2013), indica que las ninfas y hembras de P. elisae
poseen un largo estilete que sirve para extraer la savia necesaria para su alimentacion.
Segun Hijaz y Killiny (2014), la savia del floema de los tejidos vegetales, generalmente se
compone de altas cantidades de azucares, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas e
iones inorganicos. Por lo tanto, el chayote aporta las condiciones morfolégicas y los
nutrientes necesarios para la alimentaciéon de las cochinillas. Ademas, MAG (2007)
considera al género Pseudococcus sp como una de las plagas de mayor impacto en el

cultivo del chayote.

A pesar de que el tacaco y el chayote pertenecen a la misma familia taxonémica
(cucurbitaceae), los frutos de tacaco presentan diferencias morfologicas a nivel de epicarpio,
el cual esta constituido por una serie de capas de esclerénquima, y su mesocarpo esta
formado de parénquima con alto contenido de almidon y una red de fibras (Leén 2000).
Estas caracteristicas le dan a la epidermis del tacaco una consistencia mas dura, por tanto,

pueden interferir en la alimentacion del insecto.

Por otro lado, los tubérculos de camote a pesar de contener aproximadamente un
70% de agua (Marti et al. 2011; Cusumano y Zamudio 2013), presentan un alto contenido
de almidon; ademas, el area comprendida entre el peridermo y el cambium (lacticifer), es
ocupada por aproximadamente 5mm de tejido compuesto por parénquima pobre en
almidon, y una serie de células ricas en latex, las cuales se hacen mas numerosas en la
cercania del cambium; este ultimo cuenta a la vez con una serie de elementos del xilema
radialmente ordenados junto con células del parénquima repletas de almidén (Chacon y
Reyes 2009). Al igual que el tacaco, tales caracteristicas morfologicas del fruto del camote,

podrian dificultar la adecuada alimentacion de las cochinillas.
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6.2Eficacia de diferentes agentes dispersantes y su compatibilidad con los

hongos entomopat6genos

La seleccién de los dispersantes se realiz6 mediante tres criterios: 1) su capacidad
para humectar y penetrar las capas cerosas del insecto; 2) su efecto directo sobre el insecto;

y 3) su compatibilidad con los hongos.

En el primer caso se determiné que los dispersantes Traspore® y Limonoil®, no fueron
eficaces para humectar la cuticula, a pesar de haber utilizado concentraciones
significativamente mayores a las recomendadas por los fabricantes; caso contrario a Break
thru® y Cosmo-IN d®, los cuales a concentraciones de 0,06% y 0,8% respectivamente,

penetraron y humectaron de forma eficaz la capa cerosa del insecto alcanzando su cuticula.

La respuesta negativa de Limonoil®, coadyuvante donde el componente activo es el
D-limoneno (extracto de aceite vegetal), no cumple la funcion de surfactante, por lo tanto,
no mejora la emulsion, dispersién y mojado, a través de la modificacion del comportamiento
de los liquidos en superficie. De tal modo el comportamiento hidrofobico de la molécula
inhabilita que actué sobre la capa cerosa de las cochinillas, segun King y Akai (2012), Ortiz
y Keyhani (2013), dicha cera quimicamente se define como ésteres de alcoholes de cadena
larga y &cidos grasos; sin embargo las ceras de los insectos son inertes, se acumulan en la
superficie del cuerpo donde funcionan para protegerlos ante la desecacion y los dafios
mecanicos; es producida por las células de las glandulas de cera abdominales donde
predominan las moléculas de ésteres, y otras sustancias, especialmente los lipidos tales
como hidrocarburos y acidos grasos libres. Las cantidades relativas de cera verdadera son
muy variables de una especie a otra (King y Akai, 2012); caracterizadndose las cochinillas
por su alta produccion de cera, lo cual impidio el efecto del coadyuvante.

Por otro lado, en el caso de Traspore® tampoco cumple la funcién de surfactante, esta
compuesto de Nonil Fenol Polietoxilado y Glicoles; segun Agecom (2012), tienen
caracteristicas no ionicas, la parte hidrofobica de la molécula proviene del nonilfenol y la
parte hidrofilica resulta de la cadena de éxido de eteno, que en funcion del grado de
etoxilacién, se obtienen productos de diferentes valores de balance hidrofilico-lipofilico; tal
condicion pudo interferir en el comportamiento hidrofébico del dispersante sobre la capa

cerosa del insecto.
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En el caso de los dispersantes Break thru® y Cosmo-IN d®, compuestos de Poliéter
polimetilsiloxano  copolimero y Alcohol Etoxilado Polyoxiethyleno Alquil Eter,
respectivamente, son productos surfactantes que como indica Salager (2002), poseen una
actividad superficial o interfacial, donde la molécula tiene propiedades relativamente
equilibradas (no es ni demasiado hidrofila ni demasiado hidréfoba); a estos dispersantes
seleccionados también se les atribuye las caracteristicas quimicas de surfactantes y
tensoactivos (Basfagro 2009, Alfaro 2009, Solano 2011), lo cual les permitié6 humectar las

capas cerosas de las cochinillas.

Con respecto al segundo criterio (efecto directo sobre las cochinillas), se utilizé como
variable de medicion, a la mortalidad de los insectos luego de 8 dias DDA, periodo vinculado
al ciclo de infeccion de los hongos entomopatdgenos (apartado anterior), donde el ciclo es
de menos duracion, lo que se le atribuye las caracteristicas de la cuticula de P. elisae (poco
esclerotizada y con una epicuticula delgada (Pereira 2009)), permitiendo que la penetracion
del hongo entomopatdégeno sobre el insecto sea mas facil y rapida, en comparacion a otros

insectos como los coledpteros, que presentan cuatro capas superpuestas (Cruz 2006).

Por lo tanto, para la evaluacion del tercer criterio, se seleccioné el dispersante Break
thru®, el cual mostré el menor porcentaje de mortalidad (6%; P>0,083) de los insectos al

octavo dia DDA, en comparacion con Cosmo-IN d® (13,6%) (Cuadro 10).

Finalmente, con respecto a la compatibilidad con los hongos, se encontré que el
dispersante Break thru®, no afecto la germinacién de ninguno de los aislamientos evaluados
(Cuadro 11), y tampoco provocé deformidades en los tubos germinativos (Figura 15). Segun
Castiglioni et al. (2003), los estudios in vitro exponen al maximo al microorganismo a la
accion del producto quimico, para brindar confiabilidad sobre los resultados de
compatibilidad entre ambos. Esta compatibilidad con algunos productos similiares, ha sido
anteriormente descrita por diferentes autores, como por ejemplo, Kaaya y Hassan 2000;
Bastidas et al. 2009, con B. bassiana; Rodriguez 1999, Bateman y Chapple 2001, con M.
anisopliae; Cortéz 2006, con Paecilomyces farinosus y L. lecanii. Aunado a lo anterior,
Fernandez et al. (2002) y Bastidas et al. (2009), indican que los dispersantes no interactian
con las esporas, y a través de una formulacion se mejora la estabilidad y la vida de
almacenamiento de estas. Por lo tanto, al no existir un efecto del dispersante sobre la
germinacién de los conidios de los hongos entomopatdgenos, asegura la eficiencia de los

resultados en evaluaciones posteriores.
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6.3Mortalidad de las cochinillas tratadas con propagulos y filtrados metabdlicos

de los hongos entomopatégenos.

Gandarilla et al. (2013), indican que un factor de suma relevancia en la seleccion de
diferentes aislados y/o cepas de hongos entomopatdogenos como agentes de control
biologico, radica en la eleccion de un método de bioensayo efectivo que conjunte las
condiciones Optimas para el insecto y el desarrollo de los hongos entomopatégenos. En la
presente investigacion, las unidades experimentales fueron sometidas a una humedad
relativa de 92% y a una temperatura promedio de 26,5°C. Estas condiciones segun Batista
(1998), Acosta (2006), Pucheta et al. (2006) y Falconi (2009), se encuentran dentro del

rango 6ptimo para el adecuado desarrollo de los hongos entomopatdgenos.

En general, todos los aislamientos utilizados en este estudio causaron cierto grado
de mortalidad sobre P. elisae (Cuadro 22); la variacion entre aislamientos pudo ser producto
de diferentes factores, entre estos, la especificidad parasitaria y las necesidades
nutricionales de cada aislamiento evaluado (Lecuona 1996, Cazorla et al. 2011, Motta et al.
2011); la composicion de los medios de crecimiento (Ballesteros, 2013) y la produccién de
metabolitos secundarios, que influyen en la capacidad del patdégeno para causar la
enfermedad del insecto (Padulla et al. 2009 citado por Gandarilla et al. 2013).

En el andlisis individual de los bioensayos se evidencié que el aislamiento ENTO-05
con el tratamiento PSLM, mostré el mayor porcentaje de mortalidad (73,3%) sobre P. elisae;
ubicandose el analisis grupal dentro los mejores cuatro aislamientos, presentando un
porcentaje de mortalidad promedio del 49,4%. No obstante, este medio inductor (SLM) en
comparacién con otros incluidos en esta investigacion, permitié Unicamente al aislamiento
ya mencionado Yy el aislamiento ENTO-12 (ambos pertenecientes a la especie B. bassiana),
alcanzar niveles de mortalidad de las cochinillas por encima del 50%. Esto vinculado a que
en dicha investigacion no se encontré interaccién tratamiento x aislamiento (P=0,2618), no
dependiendo las diferencias entre aislamientos (hongos entomopatdégenos) de los

tratamientos, ni viceversa.

Sibien SLM contiene las fuentes de nitrégeno y carbono necesarias para el desarrollo
de estos hongos, el estudio realizado por Ballesteros (2013) utilizando espectrofometria
(multimodo DTX detector 880), lo catalogaron como poco eficaz para incentivar en B.

bassiana, su capacidad de produccion de quitinasas (2,5-3,3 U/ml) y proteasas (6,46 U/ml),
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enzimas que segun Kuranda y Robbins (1991), participan en los procesos de crecimiento,
desarrollo y elongacion de las hifas; Por lo tanto, los buenos resultados obtenidos con los
aislamientos ENTO-05 y ENTO-12 se pueden deber a las caracteristicas intrinsecas de los
aislamientos de los hongos (ENTO-05 (49,4%), LL-56 (42,1%), ENTO-29 (38,5%) y ENTO-
01 (38,3%)) sobre P. elisae.

Los mejores cuatro aislamientos en el andlisis grupal pertenecen a los géneros B.
bassiana, M. anisopliae y L. lecanii (con porcentajes promedios de mortalidad de los
insectos de 49,4% (ENTO-05), 42,1% (LL-56), 38,5% (ENTO-29) y 38,3% (ENTO-01),
respectivamente), tales hongos no han sido informados especificamente como
controladores bioldgicos de P. elisae., pero si se ha evidenciado su patogenicidad hacia
otras especies de insectos pertenecientes a la familia Pseudococcidae; tales son los casos
de patogenicidad de B. bassiana sobre Dysmicoccus brevipes (Gratereaux 2009, Miranda y
Metzler 2013), Planococcus citri (Mendoza et al. 2006); M. anisopliae sobre Pseudococcus
viburni (Pereira et al. 2011) y L. lecanii sobre cochinillas en citricos y Coccus viridis en café
(Batista 1998).

En el analisis individual de los tratamientos por bioensayo, el tratamiento PQ
destinado para la produccion de propagulos de naturaleza quitinolitica, estuvo presente en
el 55% de los mejores resultados de mortalidad de los insectos y en el andlisis grupal obtuvo
los mas altos porcentajes promedio de mortalidad de las cochinillas (41,7%), en
comparacion con los otros medios inductores utilizados (P<0,0003). Estudios realizados por
Duo-Chuan et al. (2005) y Mayorga et al. (2012), indican que efectivamente, la adicion de
quitina coloidal induce en los hongos a una alta produccion de quitinasas. Al ser la pared
celular de los hongos una estructura reticular compleja compuesta de quitina, glucanos y
otros polimeros, la presencia de quitinasas facilita la degradacion de la cuticula del insecto
y coadyuvan con el proceso de penetracion del integumento, por presion mecanica iniciado
por el apresorio (estructura especializada formada en el tubo germinativo), facilitando la
etapa de infeccidén del hongo y adicionalmente importante en la invasion del hemocele del
insecto (Franko et al. 2011, Gonzalez et al. 2014). Otro factor importante que favorece una
mayor actividad quitinolitica en los cultivos fangicos, es su sometimiento a agitacion orbital
(Liu et al., 2003) y en este estudio los cultivos fueron sometidos a agitacion orbital a 150
RPM.
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Los medios inductores utilizados para la produccion de propagulos (fermentacion
soélida) de naturaleza quitinolitica (PQ) y proteolitica (PP) mostraron mayores porcentajes
de mortalidad, en comparacion con los utilizados para la produccion de metabolitos
(fermentacidn liquida). Resultados similares obtuvieron Barranco et al. (2002), Matsumoto
et al. (2004), Rocha (2009), quienes comprueban mediante la técnica de cromatografia y
electroforesis, que L. lecanii incremento la producciéon de quitinasas y proteasas utilizando
el tipo de fermentacion sélida en comparacion con la fermentacion liquida. Rocha (2009),
justifica tal comportamiento debido que en el medio inductor con sustrato sélido, los
microorganismos tienen mayor contacto con el sustrato y existe una mejor difusion de
oxigeno, a diferencia del cultivo sumergido (fermentacion liquida), donde el crecimiento del
micelio incrementa la viscosidad del medio, disminuyendo la difusién del oxigeno, lo que
repercute en la asimilacion de los nutrientes y por lo tanto, en la excrecion de enzimas

hidroliticas.

Por otro lado, el medio inductor para la produccién de metabolitos proteoliticos (MP),
no mostrd buenos resultados (Cuadro 23), tal medio con adicién de cuticula de G. mellonella
(70% de proteina), como lo mencionaron Rocha (2009), Borges et al. (2010) y Ballesteros
(2013), han demostrado que la presencia de cuticula funciona como un inductor de
proteasas; ademas estudios como Qazi y Khachatourians (2008) demuestran que la
presencia de exuvias de Sitobion avenae (Hemiptera) en el medio de crecimiento para B.
bassiana, conduce a la produccién de proteasas (Prl); Murad et al. (2006), detectaron
mediante electroforesis, que cepas de M. anisopliae en medios de crecimiento con adicién
de cuticula de Callosobruchus maculatus induce a la actividad de proteasas. Zibaee (2009),
evalué un medio de crecimiento muy similar al utilizado en la presente investigaciéon (con la
diferencia de utilizar cuticula de Eurygaster integriceps (Hemiptera)), donde mencion6 que
fuentes como la cuticula, CaCl: y MgSO4 aumentan la actividad de las proteasas, pero el
ZnClzinhibe dicha actividad. Por lo tanto, existe la probabilidad de que la presencia de ZnClz

en el medio PP, intervino en la inhibicién de proteasas, afectando los resultados.

Sin embargo, Barranco et al. (2002) y Peteira et al. (2011), exponen en su estudio
gue la respuesta de cada cepa de producir enzimas en los diferentes sistemas (fermentacion
sélida o liquida), depende de su capacidad de adaptacion a los medios de crecimiento,
notando que ambas actividades enzimaticas (proteasas y quitinasas) deben estar presentes

para considerar un aislamiento virulento.
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Aungue no existen estudios similares al realizado en la presente investigacion, en
cuanto a las dosis utilizadas para la aplicacion de los propagulos y los filtrados crudos
metabdlicos se puede denotar, que se utiliz6 una concentracién de propagulos en la
aplicacién de los tratamientos similar a las empleadas en otros estudios mencionados en el
punto 6.2 (Murcia y Salamanca 2006, Mendoza et al. 2006, Fan et al. 2013), evidenciando
qgue concentraciones que rondan los 107 conidios/ml, provocan altos porcentajes de
mortalidad. Sin embargo, en cuanto a la concentracion utilizada para las aplicaciones de los
filtrados crudos metabdlicos, Fan et al. (2013), correlacionaron que a mayores
concentraciones de metabolitos (5,5 -550 g/ml) de B. brongniartii, mayores son los
porcentajes de mortalidad de Dendrolimus tabulaeformis (Lepidoptera); por lo tanto, es
importante en investigaciones futuras evaluar el efecto de incrementos en la concentracion
del filtrado crudo metabolico utilizado.

Si bien en el presente trabajo no se realiz6 una identificacion de los compuestos y
metabolitos producidos, existen estudios que lo demuestran; por ejemplo Zibaee et al.
(2009), comprobaron la produccion de proteasas extracelulares de B. bassiana (Prl
subtilisina, Pr2 tripsina y serin-proteasa), utilizando en su medio inductor, cuticula de E.
integriceps; Vallejos et al. (2014) comprobaron la actividad quitinolitica de B. bassiana.
También se ha reportado la produccion de proteasas por M. anisopliae (Téllez et al. 2009;
Gandarilla et al. 2013) y destruxinas (Pucheta et al. 2006, Borges et al. 2010, Ugalde 2010,
Garcia et al. 2011). Borges et al. (2010) afirmaron que L. lecanii produce acido oxalico, el
cual participa en la solubilizacién de las proteinas cuticulares, y Batista (1998) cita que
produce bassianolide, causando parasitismo en poblaciones de cochinillas de citricos.
También se evidencia la produccién de acido dipicolinico, por parte de Paecilomyces spp. y

M. anisopliae (Garcia et al. 2011).
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7. CONCLUSIONES

-El chayote, Sechium edule, fue el sustrato vegetal mas apto para favorecer una
mayor longevidad y produccion de progenie a la cochinilla harinosa, Pseudococcus elisae,

bajo las condiciones experimentales utilizadas.

-Se mostré una menor preferencia de las cochinillas harinosas hacia los sustratos

tacaco y camote, asi como una menor colonizacion de los insectos sobre estos.

-El dispersante Break thru® provocd un bajo porcentaje de mortalidad de las
cochinillas; asimismo, sus caracteristicas quimicas, le permitieron humectar la capa cerosa

del insecto de manera eficiente, asegurando una aplicacién efectiva de los tratamientos.

-El dispersante Break thru® no afecté la germinacion de los conidios de B. bassiana,
M. anisopliae, P. lilacinum y L. lecanii., mostrdndose como un producto altamente

compatible con estos hongos.

-Indiferentemente del tratamiento utilizado, los aislamientos que mostraron una
mayor mortalidad sobre los insectos, fueron ENTO-05, LL-56, ENTO-29 y ENTO-01,

convirtiéndosen en aislamientos promisorios para investigaciones futuras.

-El mejor medio inductor utilizado fue PQ (produccion de propagulos con induccion
de quitinasas); este reportd los mayores porcentajes de mortalidad de los insectos, lo que
evidencio que la adicion de quitina coloidal aumenta la patogenicidad de los HE sobre las

cochinillas.

-La utilizaciébn de medios inductores con la adicion de quitina coloidal, es una

potencial alternativa al uso del tradicional del medio SLM.
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-El empleo de cuticula de G. mellonella en los medios inductores sélidos (PP) y
liguidos (MP), utilizados para la induccion de proteasas, mostraron resultados regulares,

tales no se diferenciaron estadisticamente del medio tradicional SLM.

-Las aplicaciones de propéagulos fueron mejores en comparacion con los filtrados
crudos metabdlicos, evidenciando su gran potencial en el control de las cochinillas

harinosas.

-La presente investigacion se ha convertido en el primer estudio enfocado en el
desarrollo de una metodologia practica y eficaz, para la evaluacion de la patogenicidad de
hongos entomopatégenos sobre Pseudococcus elisae, ampliando las posibilidades de

encontrar candidatos de alto potencial para el control biolégico del insecto.
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8. RECOMENDACIONES

-Evaluar la agresividad de los aislamientos mas promisorios sobre las cochinillas
harinosas, y a su vez encontrar un mejor sustrato, que le permita el mantenimiento del

insecto por un tiempo mas prolongado.

-Realizar algunas modificaciones en la composicién del medio inductor liquido de
naturaleza proteolitica (MP), por ejemplo, eliminar el ZnClz, ya que este inhibe la actividad
de las proteasas, y utilizar cuticula de otros insectos, lo cual podria aumentar la actividad

de estas.

-Evaluar el posible efecto sinérgico al mezclar los mejores aislamientos y
combinaciones de los medios inductores, que busquen tanto la induccion de proteasas como

quitinasas, con la hipotesis de incrementar los porcentajes de mortalidad de los insectos.

-Analizar el efecto de diferentes concentraciones de propagulos y filtrados

metabdlicos crudos de los aislamientos promisorios, sobre la mortalidad de las cochinillas.

-Incluir estudios bioquimicos que permitan identificar el tipo de enzimas liticas y
determinar su produccién en funcién del microorganismo y el medio inductor. Esto permitira
identificar con mayor exactitud, los tratamientos mas promisorios y acelerar el proceso de

desarrollo de productos bioldgicos.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo utilizado para procesar la cuticula de Galleria mellonella.

Las larvas congeladas de G. mellonella, se licuaron por 1 minuto, posteriormente se
realizaron lavados con solucion salina (6 Molar), la solucién se pasoé varias veces por un
tamiz (0,5 micras) con el fin de separar la cuticula, tales lavados fueron consecutivos hasta
lograr eliminar la presencia de intestinos y grasas. Luego a la cuticula se le realizaron seis
lavados con agua destilada, con el propadsito de eliminar la sal. Cuando se obtuvo la cuticula,
se liofilizé (Liofilizadora LABCONCO) por un tiempo de 16 horas (Figura 19), y por ultimo

se macero, hasta conseguir un polvo fino, el cual se almaceno en un recipiente hermético.

Figura 19. Liofilizacion de la cuticulay su presentacion final.
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Anexo 2. Prueba para determinar la purezay viabilidad de los conidios.

Para la prueba de pureza primero se procedio a realizar series decimales de dilucion
(10, 102, 103, 104, 10°), para cada cultivo se trasladé un 1 ml de la solucién madre a un
tubo de ensayo estéril con 9 ml de agua destilada; de esta manera se hizo la primera diluciéon
(101); el tubo que contenia la primera diluciéon se agité hasta homogenizar el contenido,
luego se tom6 una alicuota de 1 ml y se deposité en un segundo tubo de ensayo (10-2) con
la misma cantidad de agua destilada estéril (9 ml), dicha diluciéon se agité durante 30
segundos; posteriormente por medio de una micropipeta se tomo una alicuota 1 pL de la
solucién (102) y se inoculé en platos petri con PDA acidificado (pH 4,8) para favorecer el
crecimiento de hongos, y con agar nutriente para determinar la presencia de bacterias
contaminantes; finalmente cuatro dias después de realizada la prueba, se revisaron los

platos inoculados para verificar su pureza.

Para la prueba de viabilidad, se realiz6é el mismo procedimiento anterior, con la Unica
diferencia de que solo se inocularon cuatro platos Petri con agar nutriente, 16 horas después
mediante la utilizacién de un estereoscopio se contabilizaron 100 conidios (germinados y no

germinados), con el fin de obtener el porcentaje germinacion.
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Anexo 3. Metodologia utilizada para la evaluaciéon de la concentracion de conidios.

Se tomo una muestra aproximadamente de 10 gramos del hongo cultivado en arroz
esto con el fin de realizar la solucién madre, se depositd la muestra del hongo en un beaker
con 100 ml de agua destilada estéril, se adicion6 una gota del dispersante Tween 20, y se
agité durante un minuto. Posteriormente se tomd 1 ml de la suspension y se adicion6 en
tubos de ensayo con 9 ml destilada estéril (diluciéon 10-?) y asi sucesivamente hasta que se
preparo la dilucién apropiada que permitio el conteo de conidios (Uribe, 2003).

Una vez realizado la dilucion se realizo el conteo de conidios con un hematocimetro
o0 camara de Neubaeur. Al tubo de ensayo con la dilucion apropiada de la muestra, se le
hizo un conteo de conidios, para lo que se agité en un vortex durante 30 segundos, luego
se tomd una muestra de 22 ul con una micropipeta, el contenido se depositdé en la camara
de conteo (Uribe, 2013). EI nimero de esporas que se conto6 fueron las que se encontraron
en los cuadrantes ubicados en cada esquina y del cuadrante central de cada reticulo en que
se divide la cAmara. La concentracion de esporas se calculé multiplicando el promedio del
namero de esporas que se obtuvo en el inverso de la dilucion empleada para el conteo, por

el inverso del factor de la camara dividido entre los gramos de la muestra, segun la formula:

Concentracion de conidios = Promedio nimero de esporas*Diluciéon empleada**Factor de
camara*VSM?

Gr Muestra
a/olumen de la solucién madre

Fuente: Uribe, 2003
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Anexo 4. Metodologia planteada para evaluar el efecto de propagulos y metabolitos
secundarios de 16 aislamientos de hongos entomopatdégenos, sobre la cochinilla
harinosa Pseudococcus elisae, bajo condiciones de laboratorio.

. Activar los hongos entomopatdgenos mediante su transferencia a platos Petri con PDA e

incubarlos a 25°C en condiciones de oscuridad durante 7 dias hasta observar colonias puras

y esporuladas.

. Preparar una soluciéon madre de 250 ml para cada medio liquido inductor (MLI): Saboraud

Liquid Medium, medio con adicion de quitina coloidal o cuticula de G. mellonella

(composiciones descritas en los cuadros 6, 7 y 8), posteriormente esterilizarlos a 121°C

durante 15 minutos.

. Verter 125 ml del MLI en erlenmeyers de 250 ml de capacidad (estériles y cubiertos con

papel aluminio) y depositar en este, la cuarta parte del hongo activado (punto 1).

. Utilizar 125 ml de la solucion madre para la produccion de propagulos y los otros 125 ml

para la produccion de metabolitos secundarios.

4.1 Para la produccion y obtencién de propagulos se realiza lo siguiente:

4.1.1 Colocar el erlenmeyer con el MCI mas el HE en agitacién orbital a 120 RPM, a 24°C
por un periodo de 7 dias.

4.1.2 Realizar al cuarto dia después de agitacion una prueba de calidad al medio liquido.

4.1.3 Posterior al periodo de agitacion, se toman 20 ml de la biomasa producida en el MLI
y se depositan en bolsas conteniendo un sustrato solido (arroz + granza + agua
destilada; relacion 2:1).

4.1.4 Poner el material inoculado en incubacién en estantes metalicos dentro de salas a
25°C por un periodo de 12 dias; determinar al décimo dia la viabilidad y pureza segun
la metodologia descrita en el Anexo 2.

4.2 Para la produccién y obtencién de metabolitos se realiza lo siguiente:

4.2.1 Colocar el erlenmeyer con el MCI mas el HE en agitacion orbital a 120 RPM, a 24°C
por un periodo de 4 dias.

4.2.2 Posterior al periodo de agitacion, los erlenmeyer se colocan en una incubadora
(26°C), donde se deben mantener estaticos durante 10 dias en condiciones de

oscuridad.
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4.2.3 Realizar la prueba de calidad al medio liquido, el séptimo dia después de realizar el
MCI + HE.

4.2.4 Centrifugar a 3000 RPM durante 10 minutos la biomasa obtenida (MCI + HE) al
finalizar el periodo de incubacion.

4.2.5 Filtrar el liquido sobrenadante utilizando una bomba al vacio y filtros de nitrocelulosa
de 4,7 cm de didmetro y 0,22 um de poro.

4.2.6 Almacenar el filtrado en un tubo coénico con tapa de rosca, y en condiciones de

oscuridad a 3°C.
5 Para la aplicacion de los tratamientos se realiza lo siguiente:

5.1 Depositar los gramos del sustrato soélido con el HE necesarios a disolver en 500 ml de
agua estéril con 0,05% de Tween 80, para alcanzar una concentracion de 5,0x10’
conidios (100% viables)/ml.

5.2Preparar una solucion al 5% (v/v) del filtrado puro de metabolitos en 250 ml de agua

esteril.

6. Lavar, escurrir y secar los frutos de chayote, para posteriormente colocarlos diez minutos

en la camara de flujo laminar con la luz germicida (ultravioleta A_540nm).
7. Colocar sobre cada chayote 5 cochinillas adultas.

8. Aplicar a cada insecto 1,0 pl de la suspension de los tratamientos respectivos (punto 5.1

y 5.2) con la ayuda de una microjeringa.

9. Posteriormente se sitla el vegetal con las cochinillas dentro de un recipiente y se tapa

con papel aluminio con pequeiias perforaciones.

10. Colocar los recipientes en estantes metélicos, en una sala a temperatura ambiente
(aprox. 27°C).

11. Evaluar la mortalidad de los insectos al octavo dia después de la aplicacién de los
tratamientos, con ayuda de un estereoscopio, y considerar a un insecto muerto, cuando al

voltearlo, no se observe ningun tipo de movimiento por un espacio de 15 segundos.
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