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RESUMEN

Se evalud el efecto entomopatogeno de Beauveria bassiana'y Metarhizium anisopliae sobre adultos y ninfas de
Oligonychussp. en condiciones de laboratorio. Se realizé la determinacion de Oligonychussp. y su crianza masiva,
asi como la reactivacion de B. bassiana 'y M. anisopliae que fueron propagados en frascos planos con agar
Sabouraud. Se realizaron 3 tratamientos con tres repeticiones cada uno; al primer tratamiento se aplico Tween 80
al 0,1%, al segundo tratamiento se aplico una suspension de B. bassiana a la concentracion de 107 con/ml y al
tercer tratamiento se aplic una suspension de M. anisopliae a la concentracion de 107 con/ml. Luego de la
inoculacion con los hongos entomopatdgenos, los especimenes de Oligonychus sp presentaron sintomas como
movimiento erratico, alteracion en el color del tegumento, momificacion y muerte. Los acaros muertos fueron
colocados en camara hiimeda hasta la aparicion de micelio, el cual fue aislado en agar Sabouraud con antibidtico
para su posterior observacion microscopica y determinacion que estos hongos entomopatdgenos fueron los que
originaron la muerte a Oligonychus sp. Se encontr6 que el menor porcentaje de supervivencia del acaro fue frente
a M. anisopliae con un 8,33 % a la concentracion de 107 con/ml; mientras que con B. bassiana el porcentaje de
supervivencia fue de 9,61 % a la concentracion de 107 con/ml, no existiendo diferencia significativa en cuanto a
la actividad entomopatogena de estos hongos. SE concluye que B. bassiana y M. anisopliae tuvo efecto
entomopatogeno sobre las ninfas y adultos de Oligonychus sp. en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Control biologico, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Oligonychus, Entomopatdgenos

ABSTRACT

The entomopathogenic effect of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae on Oligonychus sp. adults and
nymphs under laboratory conditions was evaluated. Olijgonychus sp. was in mass rearing, as well as, B. bassiana
and M. anisopliae were reactivated and propagated in vials with Sabouraud agar, then, three treatments with three
replicates each were made; the first treatment was applied Tween 80 0.1%, the second treatment a suspension of
B. bassiana concentration of 107/mL was applied to the third treatment and a suspension of M. anisopliae was
applied to the concentration of 107/mL. After inoculation with entomopathogenic fungi, Oligonychus sp
specimens showed symptoms as erratic movement, altered seed coat color, death and mummification. The dead
mites were placed in a moist chamber until the appearance of mycelium, which was isolated in Sabouraud agar
antibiotic for further microscopic observation and determination that these entomopathogenic fungi were the
originators of death Oligonychus sp. It was found that the lowest percentage of survival was mite against M.
anisopliae with 8.33% at the concentration of 107/mL; B. bassiana whereas the survival rate was 9.61% at the
concentration of 107/mL, with no significant difference in the activity of these entomopathogenic fungi. It was
concluded that B. bassiana and M. anisopliae had entomopathogen effect on nymphs and adults of Oligonychus
sp. under laboratory conditions.
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INTRODUCCION

Entre los diversos cultivos que se producen en el Perti, La Libertad es considerada como uno de los
principales exportadores de frutales, ocupando un lugar importante por su alta rentabilidad y su efecto
capitalizador; no obstante, tal desarrollo se encuentra amenazado por diversas plagas que afectan su
normal desarrollo, ocasionando dafios que pueden ser limitantes para la produccion!. Una de las
herramientas mas utilizadas para el control de estas plagas, es el control quimico o agroquimico, sin
embargo, el uso inapropiado de agroquimicos ha ocasionado un elevado desarrollo de resistencia234 .

Dentro de las principales plagas, los acaros fitofagos son identificados como uno de los problemas
fitosanitarios que causan importantes disminuciones en la calidad de los frutos, destacando la familia
Tetranychidae cuyos miembros se encuentra ampliamente distribuidos en zonas costeras, asociados con
mas de 150 especies de plantas hospederas de importancia econdmicas®, Uno de tales miembros es, la
arafiita marron del palto”, Oligonychus sp., que se distribuyen por toda la superficie de las hojas y frutos,
incluso sobre las ramas verdes tiernas; se alimenta succionando el liquido contenido en el citoplasma de
las células del tejido vegetal, utilizando su aparato bucal cortador-succionador, lo que da como resultado
una decoloracion inicial blanquecina que posteriormente se va tornando como puntos translucidos, en
forma de areas plateadas o verde palidas por la remocion de cloroplastos, también ocurre oxidacion de
las areas atacadas tornandose bronceadas y finalmente necrosis’89. Severas infestaciones pueden causar
la caida prematura de hojas, defoliacion, muerte regresiva, disminucion del vigor y rendimiento del
cultivo89.10. La plaga estd asociada a hortalizas, plantas ornamentales, frutales y malezas; por ejemplo
se pudo encontrar en las hojas de: pimentdn, fresa, la vid, granada, frejol, manzana y algodon!!,

Los hongos entomopatégenos, dentro de los controladores biologicos, destacan como
microorganismos empleados para el control de diversos artropodos, pues tienen la capacidad de causar
enfermedades en los insectos y acaros de tal forma que, mediante la aplicacion de ellos, se logra
mantener las poblaciones de artropodos a niveles donde no causen dafio!21341516, [os hongos
entomopatdgenos infectan a los artropodos directamente a través de la penetracion de la cuticula y
ejercen multiples mecanismos de accion confiriéndoles una alta capacidad para evitar que el hospedero
desarrolle resistencia;7,s. Ademas, puede aplicarse en completa armonia con las diferentes técnicas
usadas en esquemas de manejo integrado, ya que poseen un gran potencial como agentes controladores,
pudiendo eliminar o mantener las plagas en niveles que no ocasionan dafio a los cultivos!®. Mefarhizium,
Beauveria, Lecanicillium, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Frynia, Eryniopsis,
Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe y Paecilomyces son los mas usados20.2!,

B. bassiana presenta gran actividad entomopatdgena en variados tipos de insectos correspondientes a
los ordenes coledptera, lepidoptera, diptera, heterdptera, homoptera y también contra los acaros de la
familia Tetranychidae.24 Se han reportado estudios de la eficacia de este hongo contra Tetranychus
urticae, Panonychus ulmi, Hypothenemus hampei, Plutella xilostella, Bemisia argentifolii, Bemisia
tabaci, afidos de cereales, Dialeurodes citriy Trialeurodes vaporariorum. Beauveria bassiana es usado
para el control de Hypothenemus hampei “broca del café”, Bemisia argentifolii “mosquita blanca” en
hortalizas, larvas de Phyllophaga sp “gallina ciega” y Melanoplus sp “chapulines” en cultivos
béSiCOSzz’23’24’25

M. anisopliae es utilizado para el control de plagas como el chapulin y la langosta que devastan
enormes extensiones de cultivos basicos como el maiz, trigo, frijol, cafia de azucar, algodon, soya, sorgo,
henequén, alfalfa, frutales y pastizales en explotaciones pecuarias; también son efectivos en el control
de la mosca pinta o salivazo de los pastos y la gallina ciega, coledptero rizofago asociado al maiz y
frente al control de coledpteros26:27, al mismo tiempo, presentd un 79% de efectividad al ser aplicado en
Boophilus microplus?®2! y, conjuntamente con B. bassiana, sobre huevos de Tetranychus cinnabarinus
se encontr6 entre el 54 y 67% de mortalidad?4

Dada la importancia de Oligonychus sp. como plaga de los campos de cultivo de palto en La Libertad,
principal productor de la palto, esparrago, alcachofa, arandano entre otros!’, se hace imprescindible
buscar métodos alternativos para reducir el uso de agroquimicos debido a que estos producen toxicidad
elevada, efecto residual en el ambiente, induccidn a la resistencia, eliminacion de controladores nativos,
generando preocupacion por la calidad del medio ambiente; poniéndose mas énfasis en estrategias
alternativas del control de plagas, presentdndose asi como una buena opcion el uso de hongos
entomopatdgenos!41517; asimismo, debido a que no se tiene registros acerca del uso de hongos
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entomopatdgenos para el control de Oligonychus sp, el presente trabajo se plantea como objetivo
conocer el efecto de Beauveria bassianay Metarhizium anisopliae sobre ninfas y adultos de Oligonychus
punicae en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico:
© 500 acaros entre ninfas y adultos de Oligonychus sp. recolectados durante los meses de Abril-Julio
2015 de campos de cultivo del centro poblado de Conache, distrito de Laredo, Trujillo, La Libertad,
Peru
o Cultivos de Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae proporcionados por el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo.
Pera
Recoleccion y determinacion de Oligonychus sp.

Se recolectaron hojas de palto, Persea americana, infestada naturalmente con Oligonychus sp., las que
fueron retiradas de la planta con ayuda de tijeras, colocadas en bolsas de papel dentro de una caja de
cartén y trasladadas al Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de Trujillo. Para la determinacién del género Oligonychus se realizo
observaciones bajo el estereoscopio utilizando pinceles entomologicos, teniendo en cuenta la coloracion
de los acaros, las setas o pelos dorsales y los tubérculos prominentes del mismo color que el
tegumento®.

Crianza de Oligonychus sp.

Consistio en colocar esponjas dentro de bandejas de plastico (35x25x5cm), sobre el lecho de esponjas
se colocd papel toalla y sobre ellos se depositaron hojas de palto previamente lavadas y secadas, los
bordes de las hojas se rodearon con papel toalla para evitar la huida de los acaros. La esponja se mantuvo
constantemente himeda. La crianza se realizé a 22- 25°C y a 70% H.R aproximadamente.
Reactivacion de Beauveria bassiana'y Metarhizium anisopliae

A partir de los cultivos puros de B. bassianay M. anisopliae se hizo suspensiones con Tween 80 al 0.1
% las que se inocularon por aspersion sobre larvas de Spodoptera frugiperda, las que se incubaron en
recipientes de plastico hasta su muerte. Las larvas muertas y con sintomas correspondientes a ataque
fingico se sometieron a condiciones de camara humeda, que consistid en colocarlos en una lamina porta
objeto ubicada dentro de una placa de Petri estéril, la cual contuvo algodéon humedecido en agua
destilada estéril. Las camaras se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias hasta la aparicion de
micelio sobre la superficie de las larvas de Spodoptera fiugiperda muertas. En condiciones de esterilidad
se transfiri6 el micelio que emerge sobre los 4caros, en tubos con Agar Sabouraud y se llevo a incubacion
durante 7 dias a temperatura ambiente, para obtener cultivos puros reactivados. Se determind
taxonémicamente a los hongos en base a las caracteristicas morfolégicas macroscopicas y
microscopicas.

Propagacion y estandarizacion del indculo de B. bassiana y M. anisopliae

A partir del cultivo puro de los hongos reactivados se obtuvo una suspension en Tween 80 al 0.1 % la
que fue sembrada por suspension mediante la técnica de siembra por superficie en frascos planos
conteniendo Agar Sabouraud, los que se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias.
Posteriormente a partir de los cultivos obtenidos en los frascos planos se preparé una suspension de
conidias en Tween 80 al 0.1 %, la que se estandarizo con la ayuda de la camara de Hemocitometro a
una concentracion de 107 con/ml para ambos hongos.

Inoculacion de los hongos entomopatogenos B. bassianay M. anisopliae

Se aplicaron tres tratamientos con tres repeticiones cada uno, destinandose dos tratamientos para el
grupo problema y uno para el grupo control. Cada uno de los tratamientos estuvieron conformados por
156 individuos entre ninfas y adultos de Oligonychus sp. Al primer y al segundo tratamiento se les
inoculd por aspersion, suspensiones de B. bassianay M. anisopliae a las concentraciones de 107 con/ml,
al tercer tratamiento (control) se les aplico una suspension de Tween 80 al 0.1%. Todos los tratamientos
se mantuvieron a 22 - 25°C y a 70% H.R aproximadamente.

Evaluacion de la actividad entomopatogena de B. bassianay M. anisopliae

Después de la inoculacion se evaluo diariamente durante 7 dias en los grupos problemas la aparicion

de sintomas y/o signos de infeccion micdtica, en comparacion con el grupo control. Para determinar, si
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los hongos entomopatdgenos fueron los que originaron la muerte a Oligonychus sp; los dcaros muertos
con sintomas de ataque fingico fueron sometidos a condiciones de camara himeda con la finalidad de
que, si el hongo estuviera colonizando el interior del 4caro, se desarrolle y cubra la superficie
exocuticular con micelio. Para ello, se coloco a los 4dcaros muertos en una ldmina porta objeto ubicada
en una placa de Petri estéril que contenia algodon humedecido en agua destilada estéril. Las camaras
hiimedas se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias hasta la apariciéon de micelio sobre la
superficie de los 4caros muertos. En completa esterilidad se transfirio el micelio que emergi6 sobre los
4caros hacia tubos conteniendo Agar Sabouraud inclinado, los que se incubaran a temperatura ambiente
durante 7 dias. Luego se procedid a la confirmacién del hongo basandose en las caracteristicas
morfoldégicas macroscopicas y microscopicas.

Determinacion del porcentaje de supervivencia y analisis estadistico

Para la determinacion del porcentaje de supervivencia de los acaros, a los 7 dias de inoculacion con
los hongos entomopatdgenos, se obtuvo la relacion de nimero de acaros vivos por tratamiento / nimero
total de acaros por tratamiento. S=AsAtx100

Donde: S = Porcentaje de supervivencia. As = Numero de acaros sobrevivientes del tratamiento.

At= Numero total de acaros del tratamiento.

Los promedios del porcentaje de supervivencia que se obtuvieron fueron analizados mediante el
Andlisis de Varianza (ANAVA) con un nivel de confianza del 95%, utilizando el programa estadistico
informatico IBM SPSS Statistics v23.0 para determinar si existe diferencia significativa entre los
tratamientos estudiados.

RESULTADOS

La Tabla 1 presenta los sintomas y/o signo que se observaron en ninfas y adultos de Oligonychus sp
luego de la aplicacion con Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sin embargo estos no se
observan en las ninfas y adultos de Oligonychus sp inoculados con Tween 80 al 0,1%. En la Tabla 2 se
presentan el nimero de especimenes vivos y de muertos de Oligonychus sp luego de la aplicacion con
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, se observa que hubo 15 &caros supervivientes al
tratamiento con B. bassiana mientras que para el tratamiento con M. anisopliae solo hubo 13
supervivientes.

En la Fig. 1 se observa la diferencia entre un adulto control de Oligonychus sp y los signos
manifestados por las ninfas y adultos muertos que fueron previamente inoculadas con B. bassiana, en
la Fig. 2, la diferencia entre un adulto de Oligonychus sp sin inocular y los signos manifestados por las
ninfas y adultos muertos que fueron previamente inoculadas con M. anisopliaey en la Fig. 3 se observa
que el porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de Oligonychus sp frente a la concentracion de
107 con/mL de B. bassiana fue de 9,615%, mientras que a la concentracion de 107 con/mL de M.
anisopliae fue de 8,33%, a los 5 dias de evaluacion.

Tabla 1. Sintomas y/o signo observados en ninfas y adultos de O/igonychus sp. después de la inoculacion de
Beauveria bassiana'y Metarhizium anisopliae en condiciones de laboratorio

Tratamientos
Sintomas/signos Beauveria Metarhizium
Control* bassiana anisopliae
Movimiento erratico - + +
Alteracion en el color del - + +
tegumento
Momificacion - F +
Muerte - 4 +

*Tween 80, -= ausencia, += presencia
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Tabla 2. Numero de especimenes vivos y muertos de Oligonychus sp. luego de la aplicacion con Beauveria
bassiana'y Metarhizium anisopliae.

Tratamiento
Estado
Control* Beauveria Metarhyzum
bassiana anisopliae
Vivos 156 15 13
Muertos 0 141 143

*Tween 80 al 1%

Fig. 1. Adulto de Oligonychus sp. frente a Beauveria bassiana: Sin inocular (control —izquierda-), inoculado
(centro-izquierda, ndtese la coloracién oscura), cubierto por el micelio (centro derecha) y parte anterior cubierta
por conidias (derecha, nétese la disposicion tipica de conidias coloreadas con azul de lactofenol)

Fig. 2. Adulto de Oligonychus sp. frente a Metarhyzum anisopliae: Sin inocular (control —izquierda-), inoculado
(centro-izquierda, ndtese la coloracion oscura), cubierto por el micelio (centro derecha) y parte anterior cubierta
por fialides (derecha, nétese la forma tipica de fialides coloreadas con azul de lactofenol)

DISCUSION

La aplicacion de los hongos entomopatogenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en
especimenes de los estadios de ninfa y adulto de Oligonychus sp trajo como consecuencia la aparicion
de sintomas y signos. Para que tales sintomas se presenten ocurridé previamente un proceso de
patogénesis, segiin Van der Gest?8 este proceso se inicia con la adhesion de una conidia de los hongos
inoculados a la cuticula de Oligonychus sp, siendo necesario el reconocimiento y compatibilidad (por
ejemplo de enzimas y glicoproteinas) entre el conidio y las células del tegumento del acaro, la que estuvo
influida por dos acciones: una pasiva en la cual se ejercen fuerzas electroestaticas e hidrofobicas y; otra
activa en la cual se secretan mucilagos que interactuan quimicamente con las lecitinas de la membrana
generando un ambiente favorable para la secrecion de enzimas. Estas enzimas hidroliticas van
degradando la cuticula y proporcionando a su vez nutrientes para el hongo. Luego de la adhesion, se
inicia la germinacion, que es dependiente de las condiciones que les pueda brindar el insecto y el
ambiente para que la conidia germine29.30,
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Fig. 3. Porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de Olygonichus sp., inoculados con Beauveria bassiana
¥ Metarhizium anisopliae a una concentracion de 107 con/ml a los 5 dias de evaluacion (no hubo diferencia
significativa entre la accion de hongos —p>0,05, pero si entre estos y el control-).

Carvallo!2 menciona que B. bassianay M. anisopliae requieren una humedad relativa mayor a 70% y
temperatura de 20 a 25°C, siendo la temperatura durante la investigacion de 20 a 22°C y la humedad
relativa de 70 a 75% aproximadamente, las que favorecieron la formacién del tubo germinativo
iniciando la penetracion en la cuticula del acaro, involucrando este proceso a diversos mecanismos
enzimaticos y procesos fisicos. Las enzimas que participan en la penetracion son proteasas, quitinasas y
lipasas que actfian de forma secuencial, degradando la cuticula y liberando nutrientes para el hongo3!.32,
Cazorla y Morales’> mencionan ademas que estos hongos entomopatdogenos al invadir a los
Tetraniquidos tienden a localizar sus hifas en el centro del hemocele, y producir toxinas como
beauvericina, beauverolidasas, bassianolidasas e isarolidasas (B. bassiana) y dextruxina (M. anisopliae)
las que actian bloqueando el aparato digestivo, ademas de tener accion histolitica, afectando el sistema
nervioso y muscular produciendo sintomas como lentitud en sus movimientos, sintomatologia tipica de
un ataque por entomopatdogeno observada 5 dias posterior a la inoculacion. Al llegar a la hemolinfa se
transforman morfolégicamente en blastosporas y cuerpos filamentosos de hifas que invaden el sistema
inmune del hospedero multiplicandose rapidamente en los tejidos.

Prasad y Syed34 mencionan que en esta etapa se activa el sistema inmune del insecto a través de los
procesos de melanizacion, fagocitosis, nodulacion y encapsulamiento; siendo la melanina la sustancia
responsable del oscurecimiento del tejido, sintoma observado en la investigacion. El hongo para evadir
la respuesta inmune del insecto suelen prescindir de la formacion de pared celular y se desarrollan como
protoplastos, evadiendo su reconocimiento por los hemocitos circulantes en el hemocele32.

Luego de que los mecanismos de defensa del acaro son sobrepasados, el hongo entomopatégeno entra
en la fase de colonizacion agotando los nutrientes y el agua presente su interior, ocurriendo la muerte
del hospedante, producto de la necrosis el cadaver se torna oscuro, se deshidrata y momifica3s. Luego
ocurre la fase saprofitica consumiendo todo el material organico presenten en el interior del insecto y
termina en una fase de crecimiento micelial hacia el exterior. Las hifas emergen de los cadaveres de
insectos a través de la boca, ano, apéndices y aberturas genitales que concluye con la produccion de
nuevas unidades reproductivas (conidios) sobre la superficie cubriendo el cuerpo del 4caro3¢. Todos los
sintomas y signo observados y descritos en los grupos problema no se observaron en el grupo control.

Al determinar los porcentajes de supervivencia de las ninfas y adultos de Oligonychus sp. en
condiciones de laboratorio luego de la inoculacion por los dos hongos entomopatégenos utilizados, se
observa que no existen diferencias significativas en cuanto a la actividad entomopatdgena de estos; es
decir, que la concentracion de 107 con/mL de B. bassiana'y M. anisopliae generan el mismo efecto
entomopatdgeno sobre ninfas y adultos de Oligonychus sp..
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Con respecto al porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de O/igonychus sp. ocasionada por los
hongos entomopatdgenos observamos que el tratamiento con B.bassiana presenta un mayor porcentaje
de supervivencia de acaros que el tratamiento con M. anisopliae no concordando con los resultados de
laboratorio hallado por Orduiio-Cruz et al3’, esto puede deberse a la variacion que existe entre cepas,
aun perteneciendo a la misma especie de hongo, como también a las condiciones ambientales de

laboratorio.
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