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RESUMEN

Se determino el efecto de las concentraciones de 105, 106 y 107 conidias de Metarhizium
anisopliae /mL sobre las larvas Il de Plutella xylostella en condiciones de laboratorio. Para esto se
recolectaron 240 especimenes adultos de P. xylostella, los que fueron transportados al laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad Nacional de Trujillo, para su determinacidon y crianza hasta la
obtencion de larvas III. La evaluacion se realizé colocando 20 larvas III en cada una de cuatro placas,
una para cada concentracion y la cuarta para el control. Se inoculd por aspersion concentraciones de
105, 106 y 107 conidios/mL, a cada uno de los grupos problema respectivamente, mientras que al
control solo se le inoculo tween 80 al 0.1%, incubandose luego a temperatura ambiente. Se evalud
diariamente hasta los cinco dias después de la inoculacion anotdndose los sintomas y/o signos
observados y posteriormente las larvas muertas fueron colocadas en cdmara humeda, analizandose los
datos de supervivencia obtenidos mediante el paquete estadistico SPSS v.15. Se encontro que las
larvas III de P. xylostella inoculadas con el hongo presentaron pérdida de apetito, disminucion de la
movilidad, melanizacion y muerte, observandose ademas que a las concentraciones de 105, 106 y 107
las larvas presentaron un porcentaje de supervivencia del 5, 0 y 0% respectivamente, no encontrandose
diferencia significativa entre los porcentajes de supervivencia a las tres concentraciones evaluadas. Se
concluye que M. anisopliae a las concentraciones de 105, 106 107 disminuye significativamente la
supervivencia de las larvas III de P. xylostella, no existiendo diferencia significativa entre las tres
concentraciones empleadas.
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ABSTRACT

The concentrations effect of 105, 106 and 107 of Metarhizium anisopliae conidia / mL on larvae
IIT of Plutella xylostella was determined in laboratory conditions. For this were collected 240 adult
specimens of P. xylostella, which were transported to the laboratory of Plant Pathology, of National
University of Trujillo, for his determination and breeding until obtain larvae III. The evaluation was
performed with 20 larvae III in each of four Petri dishes, one for each concentration and the fourth for
control. Was inoculated by spraying concentrations of 105, 106 and 107 M. anisopliae conidia / mL,
each one of the groups respectively problem, while only control was inoculated with Tween 80 0.1%,
then incubated at environmental temperature. Was assessed daily until five days after inoculation
scoring symptoms and / or signs observed and subsequently dead larvae were placed in a humid
camera, analyzing survival data obtained using SPSS v.15. It was found that larvae Il P. xylostella
inoculated with M. anisopliae showed symptoms as loss of appetite, decreased mobility, melanization
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and death, also observed that at concentrations of 105, 106 and 107 of M. anisopliae on larvae showed
a survival rate of 5%, 0% and 0%, respectively, was found no significant difference between survival
rates at three concentrations tested. We conclude that M. anisopliae to concentrations of 105, 106 107
significantly decreases the survival of larvae 11l of P. xylostella, with no significant difference between
the three concentrations employed.

Keywords: Metarhizium anisopliae, Plutella xylostella, larvas 111, conidias

INTRODUCCION

Plutella xylostella (Lepidoptera: Yponomeutidae), conocida como polilla dorso diamante, es una
de las plagas mas destructivas de los cultivos de cruciferas; se encuentra ampliamente distribuida en
todo el mundo y puede atacar a una diversa gama de plantas de la familia Brassicaceae, especies
silvestres o cultivadas!. En estado larvario perfora las hojas reduciendo el area fotosintética y el vigor
del vegetal, siendo un factor limitante en elcultivo23.

El control de P. xylostella se ha realizado haciendo uso excesivo de insecticidas de amplio
espectro; conllevando a que facilmente desarrolle resistencia a estos, por lo que ha sido clasificada
entre los 20 primeros insectos resistentes a nivel mundial. Por ello, el manejo integrado es una
alternativa de control, donde la aplicacion de quimicos sea la ultima opcion!# y la primera el control
biologico, que implica la proteccion del control natural existente del campo y la creacion de
condiciones ambientales méas favorables para los enemigos naturales>-®,

Las especies de hongos que han sido reportado como controladores bioldgicos son: (i)
Paecilomyces lilacinus sobre Bactrocera spp.’, Bemisia tabacB, Taenia saginat®®, Meloidogyne
incognita 'y Heteroderal®;, (i1) Beauveria bassiana que tiene actividad entomopatdgena sobre
Hypothenemus hamper: (iii) Verticillium lecanii con efecto sobre Trialeurodes vaporarium';
Cordyceps scarabaeicolay Nomuraea rileyi para el control de Myzus persicacy Aphis gossypii'3; (iv)
Metarhizium anisopliae como controlador de Phlebotomus duboscqi®, Heteronycua licas's,
Otiorhynchus sulcatus', Boophilus microplus'’, Aeneolamia spp's, Spodoptera fiugiperda'®,
Spodoptera litura®®, Anopheles gambiac®'y Plutella xylostella*2.

M. anisopliae inicia su accidon entomopatoégena cuando su conidia se adhiere y germina en la
superficie del tegumento del insecto, luego la hifa joven comienza a excretar enzimas y penetra por
presion mecanica iniciado por el apresorio. Una vez dentro del insecto, el hongo desarrolla cuerpo
hifales que van diseminandose a través del hemocele ocasionando la muerte del insecto después de 3 a
14 dias de iniciada la infeccion, luego el hongo inicia un crecimiento micelial e invade todos los
organos del hospedero. Finalmente, las hifas atraviesan la cuticula desde el interior del insecto y
emergen a la superficie, donde en condiciones ambientales apropiadas inician la formacion de
conidias?3.

Loc y Bich Chi (2007)22 evaluaron el potencial biocontrolador de M. anisopliae y B. bassiana
contra P. xylostella y observaron una mortalidad entre el 79.1% al 87.3% para M. anisopliac y de
71.4% a 82.7% para B. bassiana. Mnyone et al.2* y Sterling et al.2> reportan que la actividad
entomopatogena de los hongos esta influenciado por la concentracion de las conidias, en este sentido,
Mnyone et al.24 evaluaron los efectos de la concentraciones de B. bassiana 'y M. anisopliae sobre
Anopheles gambiae y Sterling et al. Hicieron lo propio con M. anisopliae sobre Heterotermes tenuis,
demostrando que la concentracion de conidias es un factor que influye en la infectividad del hongo.

Si bien es cierto que M. anisopliae tiene efecto sobre P. xylostella22 no se ha reportado el efecto de
las concentraciones, ya que es posible que si ese efecto se mantiene a concentraciones mas bajas se
estaria ahorrando recursos econdomicos que se traduciria en un beneficio al agricultor por la reduccion
de costos y del consumidor que puede adquirir el producto a menor precio. Considerando que este
método no contamina el medio ambiente ni genera resistencia en el insecto a diferencia de los
pesticidas, y ademas teniendo en cuenta la voracidad de la larva III; este trabajo tiene como objetivo
conocer, el efecto de las concentraciones de 105, 106 y 107conidiasde Metarhizium anisopliae/mL
sobre las larvas III de Plutella xylostella‘polilla dorso diamante” en condiciones de laboratorio.
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MATERIAL Y METODOS

Muestra y muestreo:
e Todas las conidias de Metarhizium anisopliae presentes en una bolsa de 800 g de arroz
procedente de SENASA.

e 240 Larvas Il de Plutella xylostella.

El muestreo se hizo al azar.

Recoleccion, crianza de adultos y obtencion de larvas de Plutella xylostella:

De los cultivos de brocoli ubicados en la campifia de Moche, Provincia Trujillo, Region La
Libertad, se recolect6240 ejemplares de Plutella xylostella, estadio adulto, los que fueron llevados al
laboratorio para su crianza e identificacion de acuerdo a sus caracteristicas taxonémicas.

Para la crianza de adultos de P. xylostella se construyeron camaras, con las siguientes dimensiones
25cm x 30cm x 50cm, cubiertas con tul fino, siendo la base y la parte posterior de triplay y forradas en
su interior con papel toalla, se les esta alimentando diariamente a base de una solucion de miel y hojas
frescas de col.

Para la obtencion de larvas se colocaron dentro de las camaras retazos de cartulina en forma zig —
zag que los adultos utilizan para la postura de sus huevos, y asi se obtendran una mayor poblacion de
larvas, necesarias para el analisis experimental; luego las posturas se extraen recortandolas de la
cartulina, después las colocamos sobre hojas de col frecas,que le sirven de alimento cuando
eclosionan, y la introducimos en placas Petri (14 cm de diametro).

Reactivacion de Metarhizium anisopliae:

El cultivo de dicho hongo fue proporcionado por el laboratorio de hongos entomopatégenos de
SENASA, Lima- Pert. Se realiz6 una reactivacion entomopatogena de M. anisopliae, el cual consistio
en realizar una suspension de este mismo hongo que se obtuvo de la bolsa enviada por SENASA vy éste
se aplicara sobre un insecto susceptible que en este caso fueSpodoptera fiugiperda. A los 5 dias luego
de la inoculacion de la suspension se procedi6 a aislar el micelio que se encontraba encima del insecto,
y posteriormente se sembro sobre tubos de ensayo conteniendo Agar Sabouraud.

Propagacion y Estandarizacion del indculo

Para la propagacion del M. anisopliae fue necesario utilizar solucién estéril de Tween 80 al 0.1%,
la cual se le agrego6 a los tubos de ensayos donde fue sembrado el hongo; luego del paso anterior se
realiz6 una suspension homogénea del hongo. Se prepardé Agar Sabouraud de manera inclinada en
frascos planos a los cuales se les agregd 0.1 ml de la suspension del hongo, que seincub6 a 25 £ 0.1 °C
hasta la obtencion de micelio y con lo que se obtuvo mayor cantidad de esporas.

Se obtendran las esporas con solucidn acuosa esteril de Tween 80 al 0.1% y fueron colocadas en un
matraz estéril. La suspension se estandarizé en camara de Neubauer a las concentraciones de 107, 109,
105 conidias/ml las cuales nos sirvieron como inoculo.

Inoculacion

La muestra estuvo constituida por 160 larvas de III estadio de P. xylostella, de las cuales 3 grupos
de 20 larvas cada uno fueron ejemplares problema y otro de grupo de 20 larvas fueron ejemplares
testigos, hicimos de este ensayo una suma de 2 repeticiones por concentracion. A los ejemplares
problema se les inoculd por aspersion la solucion acuosa de Tween 80 al 0,1% conteniendo una de las
concentraciones de 107, 106, 105 esporas/ml de M. anisopliae, dependiendo del tratamiento que
utilizamos mientras que los ejemplares testigo se las inoculd por aspersion una solucion acuosa de
Tween 80 al 0,1%, todo esto fue puesto a incubacion y se controld la temperatura y el porcentaje de
humedad.

Evaluacion de la actividad entomopatogena de Metarhizium anisopliae:

Después de la inoculacion se evalud cada 24 horas la aparicion de sintomas y/o signos de
lainfeccion micotica que presentaron las larvas problema en comparacion a los testigos. La
observacion de cada una de las larvas y el progreso de la infeccion micdtica se realizd diariamente
anotando la aparicion de sintomas como pérdida de apetito, paralisis, pigmentaciones, u otros, que se
produjeron durante el ensayo.

Aislamiento del hongo a partir de larvas III de P. xylostella infectada experimentalmente

Se aplicaron los postulados de Koch en las especimenes muertos durante el bioensayo, para lo cual
se procedié de la siguiente forma: se colocaron los insectos muertos en una placa de Petri estéril
incubarlos en camara humeda estéril por espacio de 3 a 7 dias a temperatura ambiente con la finalidad
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de que el hongo colonize el interior del insecto, se desarrolle y cubra la superficie cuticular con micelio,
y posteriormente a partir del micelio se realizé el microcultivo, incubandose a temperatura ambiente
durante 3 a 5 dias; finalmente se procedi6 a la observacion microscdpica e identificacion del hongo
sembrado, segun las claves taxondmicas de Gilmany Barnett.

Analisis de datos:

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el Analisis de Varianza (ANAVA) utilizando el
Programa Estadistico SPSS version 5.0 para comparar si existia diferencia significativa entre las
medias de supervivencia de las larvas de Il estadio dePlutella. xyllostellaobtenidas en las tres
concentraciones de conidias/mL de M. anisopliae.

RESULTADOS

Se encontro que las larvas de P. xylostella que fueron inoculadas con M. anisopliae, presentaron
signos y sintomas compatibles con la falta de buen estado de salud, siendo el sintoma mas resaltante la
escasa movilidad y el signo més sobresaliente el oscurecimiento (Tabla 1, Fig. 1).

Se encontrd, asimismo, la inoculacion a la concentracion de 107 conidias/mL redujo la
supervivencia de las larvas a un 0%. (Fig. 2)

Tabla 1. Sintomas y/o signos observados en larvas de III de Plutella xylostella inoculadas en las diferentes
concentraciones de Metarhizium anisopliae

Sintomas y/o signos observados Conidios de Metarhizium anisopliaelmL

0* 105 106 107
Pérdida del apetito - + + ++
Escasa movilidad - < ++ T+
Oscurecimiento (melanizacion) - ++ ++ ++
Muerte - < + +
Aparicion de micelio - + + 1+
Momificacion = < ik Tt

“Representa al control.

Fig.1. Larvas Ill de Plutelia xylostelia: (a) control. (b) muerta por Metharrizum anisopliae, coloracion
oscura. (c¢) aparicion parcial de micelio blanco. (d) completamente cubierta de micelio blanco.
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Fig 2. Porcentaje de supervivencias de Plutella xylostella utilizando tres diferentes concentraciones de conidios
de Metarhizium anisopliae al cuarto dia de inoculacion. (a:si hay diferencia significativa; b:no hay diferencia
significativa)

DISCUSION

En la tablal podemos apreciar los sintomas producidos en las larvas inoculadas con M. anisopliae
debido a que los hongos entomopatdgenos, a diferencia de otros agentes, no necesitan ser ingeridos
por el insecto para controlarlo, pudiendo ocurrir la infeccidon por contacto y adhesion de las esporas a
las partes bucales, membranas intersegmentales o a través de los espiraculos?3. La adhesiéon de los
conidios de los hongos entomopatogenos a la cuticula del huésped es la etapa inicial del proceso
patogénico e incluye eventos tanto pasivos como activos26.Lo cual ha sugerido que iones divalentes
como el Ca*2y el Mg*2 reducen las fuerzas de repulsion de la electrostatica de la superficie del insecto
, por lo que pueden afectar su hidrofobicidad y promover la adhesion del complejo pared celular
fingica — cuticula , creando condiciones favorables para el establecimiento de la espora y la
subsecuente invasion del hospederoz.También se relaciona la adhesion de las esporas de M.
anisopliaea las proteinas adhesinas MAD1 y MAD2, las cuales se situan en la superficie celular2s.
Luego de la adhesionM. anisopliaclogra penetrar la cuticula del insecto P. xylostella debido a que
produce enzimas tales como proteasas y quitinasas, y utiliza una combinacion de estas para penetrar
en la cuticula y acceder al hemocele del hospedero que es rico en nutrientes2¢, lo que produce
disturbios en el organismo del insecto.

La germinacion de la espora se inicia con el hinchamiento de la misma, que es favorecido por una
humedad alta; luegoestimulada por mensajeros que generalmente son carbohidratos presentes en las
proteinas cuticulares del insecto. La hidratacion de la espora es favorecida por la accion anti-desecante
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 hidrofobinas, las cuales favorecen la accion de enzimas
extracelulares sobre la cuticula del insecto?3.Después de la penetracion de las hifas, éstas se diseminan
via hemolinfa, producen blastosporas y cuerpos filamentosos de hifas que invaden el sistema inmune
del hospedero multiplicandose rapidamente en los tejidos. Una vez que M. anisopliac ingresa al
hemocele de las larvas de P.xylostella desencadena sintomas y signos (tablal) como, la escasa
movilidad de las larvas debido a que M. anisopliaesintetiza unas sustancias llamadas destruxinas (dtx),
las cuales inducen paralisis flacida y la contraccion muscular visceral en los insectos; estos efectos
citotoxicos en las células epiteliales probablemente sea porque envuelven los canales Ca2*- ATPasa
tipo vacuolar;por ello a las destruxinas se les reconoce como determinantes de la virulencia
importantes en Metarhizium spp29-30,
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La pérdida de apetito (tablal) en las larvas de P. xylostella se produce por la pérdida de la
integridad estructural de las membranas celulares y la consecuente deshidratacion de las células por
pérdidas de fluidos, todo esto ocurre por la accion mecanica de las hifas y la accidon quimica de las
toxinas de M. anisopliaellevandolas a la muerte23. 3!, El oscurecimiento (tablal, figl a-b) en relacion a
las larvas control se produce porque se activa el sistema inmune a través de los procesos de
melanizacioén, fagocitosis, nodulacion y encapsulamiento; la melanina sustancia responsable del
oscurecimiento del tejido, como es el caso de Rodriguez ef al (2005)!5 quienes otuvieron como
resultado que los huevos de la polilla del tomate, 7uta absoluta inoculados presentaron inicialmente
tonalidad oscuray deshidratacion visible a los cuatro dias de post-inoculacion; esto pudo deberse a la
degradacion enzimatica del corion que estd compuesto principalmente por proteinas, lipidos y
polisacaridos y a la accion de toxinas como las beauvericinas producidas por M. anisopliae, las que
causan ademas perturbacion en la metamorfosis y en los mecanismos de defensa.

Durante la penetracion del hongo desde la cuticula del insecto hasta el hemocele, la hifa queda
inmersa en proteinas, quitina, lipidos, melanina, difenoles y carbohidratos; algunos de ellos son
nutrimientos pero otros pueden inhibir su crecimiento, sin embargo, los hongos desarrollan una serie
de actividades que les permiten evitar este tipo de defensas, tales como cambios en la pared celular y
produccion de sustancias inmunomodulatorias o toxinas fingicas?3:32.Luego de que los mecanismos de
defensa del insecto son sobrepasados, el hongo entomopatdgeno entra en la fase de colonizacion y al
agotar los nutrientes y el agua presentes en el interior de la larva, emerge desarrollando sus hifas en la
superficie de ésta (fig 1-c). Finalmente el hongo deja de crecer y comienza a esporular, lo que se
observa como una pigmentacion color verde olivaceo (fig 1-d)23:33,

En la fig. 2se observd que al incrementarse la concentracion de conidias de
M. anisopliae/mL en rango de 105a 107,el porcentaje de supervivencia disminuyd hasta un 0%,pero en
el analisis estadistico no existe diferencia significativa entre las tres concentraciones de conidias de M.
anisopliae/mL, solo se encontr6 diferencia significativa con el control; lo que significa que las
concentraciones de 105,100 y107 conidias de M. anisopliae/mLtienen el mismo efecto sobre las larvas
Il de P. xylostella. Como es el caso de Petlamul and Prasertsan (2012)2%en donde encuentran que M.
anisopliae a la concentracion de 108 conidias/mL alcanza el 100% de mortalidad de S. /itura.

Estos resultados no concuerdan con las investigaciones de Mnyoneer al2*quienes
aplicaron M.anisopliae en Anopheles gambiaee’encontrando que la supervivencia disminuia hasta un
0% pero a una concentracion de 10° conidias /mL, una concentraciéon mas alta que la empleada en esta
investigacion; y Sterling ef alquienes aplicaron M. anisopliae en H. tenuis concluyeron que al
aumentar las concentraciones de conidias, de 1x103 a 3x103conidias/mL, hubo mayor mortalidad y
menor tiempo de supervivencia, probablemente por los diferentes grados de susceptibilidad que
presenta cada especie de insecto.

Fernandez-Ruvalcaba et al. 17quienes obtuvieron como resultados de mortalidad que M. anisopliae
es altamente efectivo para ambas cepas de Boophilus microplus susceptible y resistente a los
organofosforados en condiciones de laboratorio y ademas la mortalidad de garrapatas observada en las
dos cepas estuvo positivamente correlacionada a la concentracion de esporas.Caston !5 encuentra que
M. anisopliae afecta a H. licas causandole la muerte a la concentracion de 10° conidias/mL. Sharififard
et al.3* encuentran que M. anisopliae fue efectiva y causa el 44 % y el 72% de mortalidad en
poblacion adulta de Musca domesticaa las concentraciones de105 y 107 esporas/g de cebo.

CONCLUSION

e Metarrhizum. anisopliae a las concentraciones de 105, 106 107 disminuye significativamente la
supervivencia de las larvas III de Plutella xylostella, no existiendo diferencia significativa entre
las tres concentraciones empleadas.
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