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RESUMEN

Se evaluo el efecto de Lecanicillium lecanii (Zimm) y Beauveria bassiana (Bals) Vuill sobre Planococcus citri
(Risso) en condiciones de laboratorio. Se emplearon hojas de limon que fueron infestadas con 20 ninfas de P.
citri y luego fueron inoculados con L. lecanii a las dosis de 106y 107 conidios/mL con ayuda de un aspersor
manual, procediendo de la misma forma con B. bassiana. Los tratamientos fueron distribuidos aleatoriamente. La
muerte de las ninfas de P. citri se produjo a las 72 horas después de la aplicacion con los siguientes porcentajes
de mortandad: 81.5 y 80.0% con L. lecanii, y 78.3 y 85.0% con B. bassiana, a las concentraciones de 10y 107
conidios/mL, respectivamente (no existe diferencia significativa con los demas tratamientos), aunque si (p<0,05)
con el control que present6 10.0% de mortandad.
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ABSTRACT

Lecanicillium lecanii (Zimm) and Beauveria bassiana (Bals) Vuill effect on Planococcus citri (Risso) under
laboratory conditions was evaluated. Lemon leaves were infested with 20 P. citri nymphs AND then inoculated
with L. Jecanii at doses of 10° and 107 conidia/mL using a hand sprayer, proceeding in the same way with B.
bassiana is used. The treatments were randomized. The death of P. cifri nymphs occurred 72 hours after
application with mortality following percentages: 81.5 and 80.0% with L. /ecanii, and 78.3 and 85.0% with B.
bassiana, at concentrations of 106 and 107 conidia/mL, respectively (there is no significant difference with other
treatments), although (p<0.05) with the control showed 10.0% mortality.
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INTRODUCCION

Los insectos plaga producen graves dafios en la agricultura y, dentro de ellos, Planococcus citri,
conocida como cochinilla algodonosa o chanchito blanco, es considerada como una de las mas
perjudiciales en particular para los cultivos de vid, citricos y plantas ornamentales, no solo por ser
fitéfago sino también por su capacidad vectorial de virus fitopatogenos!2:34,

Cuando la hembra de P. citri es fecundada oviposita cientos de huevos en una cubierta algodonosa
denominada ovisaco, de donde emergen las ninfas que se alimentan de las raices, hojas y frutos del
vegetal y excretan una mielecilla que favorece el desarrollo de fumagina lo que resta valor comercial a
los productos; dependiendo de las condiciones ambientales, puede presentar hasta 10 generaciones al
afos.

El uso de productos quimicos, tales como, buprofezin, pyriproxyfen, flonicamid, acetamiprid,
dinotefuran, clotianidina y kinoprene representa una de las principales estrategias de control de la
cochinilla algodonosa; sin embargo, éstos no respetan los controladores naturales, factor importante de
la regulacion natural de esta plaga®’. Por ello, y en un un intento por resarcir este dafio, se realizan
liberaciones inundativas de Lepfomastix dactylopii’, Spalgis epiusS, Cryptolaemus montrouzier?,
Leptomastidea abnormis'® y Sympherobius barberi!, siendo los tres ultimos los controladores mas
comunmente usados. Al mismo tiempo, se han utilizado a los nematodos Steinernema spp. y
Heterorhabditis bacteriophora'?, feromonas sexuales!3!4 y a los hongos entomopatdgenos [Isaria
farinosa'>10'y Metarhizium anisopliae!’.

En este contexto, la utilizacion de los hongos entomopatogenos en la agricultura ha ido en aumento
en los ultimos afios debido al gran potencial que tienen en el manejo de plagas, representando una
alternativa eficiente al uso de insecticidas quimicos, considerados altamente nocivos para la salud del
hombre y los ecosistemas!8:1920, En efecto, se ha registrado que Lecanicillium lecanii controla veinte
especies pertenecen a la familia Coccidae?!2223| diez especies a la familia Diaspididae?4, diez especies
a la familia Pseudococcidae?5:26, una especie a la familia Margarodidae?’” y una especie a la familia
Phoenicococcidae?8 y que Beauveria bassiana a insectos de los Ordenes Lepidoptera (Pyralidae) y
Coleoptera (Curculionidae, Chrysomelidae y Scolytidae)29:30,

En este informe se presentan los resultados de una investigacion orientada a determinar el efecto de
L. lecanii (Zimm) y B. bassiana (Bals) Vuill. sobre P. citri (Risso), en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material de estudio

e Cultivo puro de Lecanicillium lecanii proporcionado por el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad
Nacional de Trujillo.

e Cultivo puro de Beauveria bassiana proporcionado por el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad
Nacional de Trujillo.

e Un nucleo de Planococcus citri (conformado por 1g de las colonias del insecto) proporcionado por
el Servicios Nacional de Sanidad Agraria del Perti (SENASA).

Crianza de adultos y obtencion de ninfas de Planococcus citri:

Se obtuvieron las ninfas del nticleo otorgado por SENASA- Lima luego se colocaron en calabacines
de zapallito italiano (Cucurbita pepo var. Zucchini grey) previamente lavados y desinfectados. Los
calabacines infestados se colocaron en una caja de carton y fueron mantenidos en el laboratorio,
monitoreando la temperatura y la humedad relativa. Los especimenes de P. citri fueron puestos en
cuarentena realizando cambios periddicos de alimento (calabacines) para evitar la contaminacion de la
colonia por agentes no deseados como parasitoides y hongos.

Reactivacion de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana:

Con el fin de recuperar la actividad metabdlica de ambos hongos y se obtener cultivo puro en mayor
cantidad se utiliz6 Agar Sabouraud (ASb), se extrajo micelio del cultivo inicial, se sembrd por puntura
y se incubo a 25 £ 0.1 °C.
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Propagacion, estandarizacion del indculo e inoculacion

Se prepard una suspension de L. lecanii en solucion estéril de Tween 80 al 0.1%, la cual se utilizd
para propagar el hongo ASb inclinado (contenido en frascos planos), se utilizé 0.1 ml de la
suspension del hongo, se incub6 a 25 + 0.1 °C hasta la formacion de esporas. Posteriormente, se les
agregd una solucion acuosa de Tween 80 al 0.1%, para obtener las esporas. La suspension de esporas
fue colocada en un matraz estéril. Luego se estandarizO en camara de Neubauer® a las
concentraciones de 106 y 107 las que sirvieron de inoculo. Los mismos pasos se siguieron para
preparar el indculo de B. bassiana.

La muestra estuvo constituida por 300 de ninfas de P.citri, de las cuales 4 grupos de 20 ninfas fueron
ejemplares problema y otro de grupo de 20 ninfas fueron ejemplares testigos, realizando un total de 3
repeticiones. A los ejemplares problema se les inoculd por aspersion una suspension de esporas en
Tween 80 al 0,1%, siendo la concentraciones utilizadas 10¢ y 107 esporas/ml de L. /ecanii. Se siguieron
los mismos pasos para el caso de B. bassiana. Mientras que, los ejemplares testigo se les inoculd una
solucion acuosa de Tween 80 al 0,1%. Para este procedimiento se realizo la infestacion de hojas de
limén con P, citri que fue criado en calabacines, estas hojas fueron colocadas en recipientes de plastico
adaptado para permitir el intercambio gaseoso y evitar la fuga de los especimenes.

Evaluacion de la actividad entomopatogena

Después de la inoculacion se evalué cada 24 horas la aparicion de sintomas y/o signos de la
infeccion micdtica que presentaron las ninfas problema en comparacion a los testigos. La observacion
de cada una de las ninfas y el posible 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, siendo el tiempo méaximo de observacion 14 dias (tanto problema como
testigo).

Recuperacion e identificacion de L. lecaniiy B. bassiana

Este procedimiento se realiz6 con la finalidad de corroborar la causa de la muerte de las ninfas de P.
citri y consistid en colocar los especimenes muertos en camara humeda e incubados a temperatura
ambiental, una vez emergido el hongo se extrajo con ayuda de un asa microbioldgica y se sembr6 en
un tubo de ensayo con ASb para posteriormente realizar un microcultivo e identificar las estructuras
caracteristicas de L. lecaniiy B. bassiana
Analisis de datos

Los datos obtenidos se procesaron utilizando el paquete estadistico SPSS v.20, aplicando un analisis
de varianza simple para comparar las medias de mortandad producida por el hongo evaluado;
aplicandose, un analisis postanava mediante la prueba de Tukey.

RESULTADOS

Se observaron diversos sintomas y signos, luego la muerte, en las ninfas de P. crtri luego que fueron
inoculadas con L. lecaniiy B. bassiana a las dos concentraciones de conidias preescritas (Tabla 1, Fig.
1). Se encontrd, asimismo, diferencia significativa entre control (10%) y los tratamientos, mas no entre
los tratamientos (Fig. 2).

Tabla 1. Sintomas y/o signos observados en ninfas de Planococcus citri inoculadas con dos concentraciones de
Lecanicillium lecanii y Beauderia bassiana

Sintomas y/o signos observados Conidios/mL
control Lecanicillium lecanii Beauveria bassiana
0* 106 107 106 107
Pérdida del apetito = + + + +
Escasa movilidad - + + + +
Oscurecimiento (melanizacion) = + + + +
Muerte + + + + +
Aparicion de micelio - + + + +
Momificacion - + + + +

(*) Representa al control, (-) Sin presencia, (+) Presencia
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DISCUSION

Los sintomas observados en las ninfas de P. citri son debido a que los hongos entomopatogenos, a
diferencia de otros agentes de control, no necesitan ser ingeridos por el insecto, pudiendo ocurrir la
infeccion por contacto y adhesion de las esporas a las partes bucales, membranas intersegmentales o a
través de los espiraculos3!.

Fig. 1. Ninfas de Planococcus citri inoculadas con Lecanicillium lecanii (Panel izquierdo): a, control; b, muerta
con oscurecimiento en la parte ventral; ¢, momificada y d, cubierta con micelio y con Beauveria bassiana (panel
derecho). a, control; b, momificada y c, cubierta con micelio.

Porcentaje de mortandad de ninfasx de Planecoccus citri(%o)

CONTROL 106 107 10

Fig. 2. Porcentaje de mortandad de ninfas de Planococcus citri inoculadas con dos concentraciones de
Lecanicillium lecanii'y Beauveria bassiana a las 72 horas post-inoculacion. (B.b.: Beauveria bassiana,; L.1.:
Lecanicillium lecanii; a: p< 0.05, existe diferencia significativa, b: p> 0.05, no existe diferencia significativa).
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Es asi que, la adhesion de los conidios de los hongos entomopatoégenos a la cuticula del hospedero es
la etapa inicial del proceso patogénico e incluye eventos tanto pasivos como activos32, lo cual ha
sugerido que iones divalentes como el Ca*2 y el Mg*? 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 hospedero3!.

Luego de la adhesion viene la germinacion de la espora que se inicia con el hinchamiento de la
misma, siendo favorecido por una humedad alta; asi mismo la hidratacion de la espora es favorecida
por la accion anti-desecante de su cubierta mucilaginosa que presenta un alto contenido de
aminopeptidasas e hidrofobinas, las cuales favorecen la accion de la enzimas extracelulares sobre la
cuticula del insecto., que ademas funciona como protector ante la presencia de polifenoles toxicos y
enzimas secretadas por el sistema inmune del insecto; luego es estimulada por mensajeros que
generalmente son carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares del insecto3!.

Tanto L. lecanii como B. bassiana logran penetrar la cuticula de las ninfas de P. citri debido a que
producen enzimas tales como lipasas, proteasas y quitinasas, utilizando una combinacién de estas para
penetrar en la cuticula33-34 y acceder al hemocele del hospedero que es rico en nutrientes32, lo cual
produce disturbios en el organismo del insecto (Tablal).

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 fungicas35.36. 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 multiplicindose rapidamente en los tejidos.

Cabe resaltar la produccion de micotoxinas dentro de las actividades que realizan los hongos
entomopatégenos, L. lecaniiy B. bassiana, las cuales son metabolitos fiingicos secundarios que hacen
parte de los mecanismos de infeccion y pueden dar lugar a una respuesta toxica en diferentes
organismos. Ellos son producidos por una seria de reacciones consecutivas, las cuales son catalizadas
por enzimas intermediarias del metabolismo primario37.

Ademas se conoce que B. bassiana produce beauvericinas, beauverolidos y destruxinas, la actividad
insecticida de la beauvericina fue descubierto por primera vez por Hamill et al.3¥ quienes afirman que
es el compuesto activo de B. bassiana enfrentandolo a Artimia salina; posteriormente, fue investigado
en Calliphora erythrocephala, Aedes aegypti, Lygus spp., Spodoptera frugiperda y Schizaphis
graminunr®*04142 A pesar de que la beauvericina por si sola tiene una fuerte actividad insecticida
contra un amplio espectro de plagas, no se ha aplicado como tal debido a, el movimiento de los
insectos y a que al aplicar el hongo entomopatogeno este puede propagarse en el cuerpo del insectos y
se extenderse ampliamente*2. A pesar de las similitudes entre las estructuras quimicas de beauvericina
y otras micotoxinas hexadepsipeptide ciclicos?® esta puede tener un mecanismo de accion unico.

B. bassiana también secreta otros compuestos conocidos como beauverolidos L que poseen una
fuerte accion inmunomoduladora pero no un efecto insecticida*3, por otro lado también estan las
destruxinas que 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#445.

En cambio L. /ecanii secreta una serie de metabolitos secundarios los cuales se constituyen toxinas
que producen una reduccion del potencial de progenie y disuaden la actividad alimenticia en Bemisia
tabacr'®, insecto que posee un habito alimenticio similar al de P. citri, lo cual sugiere un reaccion
similar.

Las toxinas que estos organismos producen cumplen una funcion muy importante dentro de los
mecanismos de infeccion de los hongos entomopatégenos3? en la lucha por evadir los mecanismos de
defensa del insecto. El sistema inmune del insecto se activa a través de los procesos de melanizacion,
fagocitosis, nodulacion y encapsulamiento; la melanina sustancia responsable del oscurecimiento del
tejido, debido a ello las ninfas tratadas con L. /ecanii'y B. bassiana se tornan oscuras en comparacion a
las del control.

Luego de sobrepasados los mecanismos de defensa del insecto este perece y el hongo
entomopatdgeno entra en la fase de colonizacion y al agotar los nutrientes y el agua presentes en el
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interior de la ninfa esta se momifica, posteriormente el hongo emerge desarrollando sus hifas en la
superficie de ésta. Finalmente, el hongo deja de crecer y comienza a esporular3!47,

Mientras ocurren todos los procesos antes mencionado se pueden observar efectos en el
comportamiento de las ninfas de P. citri, como no poder adherirse y caerse de las hojas que le sirven
de alimento, posiblemente por la accion de las toxinas en el sistema nervioso; la pérdida de apetito que
se manifiesta por la reduccion de nivel de dafio en las hojas sobre las que se encontraban, esto ocurre
por pérdida de la integridad estructural de las membranas celulares y la consecuente deshidratacion de
las células causado por pérdidas de fluidos, todo esto ocurre por la accion mecanica de las hifas y la
accion quimica de las toxinas de L. lecanii o B. bassiana, llevandolas a la muerte.

La aplicacion de L. Jecanii produjo una mortandad de 81.7% y 80% a las concentraciones de 106 y
107, respectivamente, y B. bassiana produjo una mortandad de 78.3% y 85% a las concentraciones de
106 y 107, respectivamente; existiendo diferencia significativa con el control sin embargo no existe
diferencia significativa entre los cuatro tratamientos. Debemos tener en cuenta que los resultados
pueden verse influenciados por muchos factores como la temperatura (que puede afectar la estabilidad
del entomopatdgeno y perder la patogenicidad), la humedad relativa (puede intervenir en las diferentes
fases del ciclo de infeccion del hongo sobre el huésped), lo relacionado con el hongo (concentracion y
tiempo de vida media), suelo (textura, pH, cantidad y tipo de microorganismos), agroquimicos
(algunos tienen accion fungicida o fungistatico) asi como la radiacion solar, los vegetales y las
precipitaciones#547,

En cuanto al porcentaje de mortandad, se observo un 85% al aplicar B. bassiana a la concentracion
de 107 conidios/mL el cual podemos comparar los resultados*’” donde reportan 80% de mortandad en
ninfas de P. citri a una dosis de 108 conidios/mL, donde utilizaron un producto comercial y una dosis
superior a la utilizada en el presente trabajo, el 5% de diferencia que se obtuvo puede deberse a la
virulencia del aislamiento de B. bassiana utilizado, también se observa un menor aumento de la
mortandad al utilizar M. anisopliae (78%)'7, e Isaria farinosa (50-60%) a la misma concentracion
(107conidios/mL)!5.

CONCLUSION

e Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana tienen un efecto significativo en el aumento de la
mortandad de las ninfas de Planococcus citri.
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