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RESUMEN

Se evaluo el efecto patogénico de Lecanicillium lecanii (Zimm) y Beauveria bassiana (Bals.) sobre el acaro rojo de
los citricos, Panonychus citri, en condiciones de laboratorio. Se realizaron cinco tratamientos con tres repeticiones
cada uno: (i) al primero se le aplico Tween 80 al 0.1% , (ii) al segundo y tercero, una suspension de L. /ecanii a las
concentraciones de 10° con/mL y 107 con/mL, respectivamente, y (iii) al cuarto y quinto, una suspension de B.
bassiana a las concentraciones de 10° con/mL y 107 con/mL, respectivamente. Luego de la inoculacién con los
hongos entomopatogenos, los especimenes de P. citri presentaron lentitud en movimiento, alteracion en el color del
tegumento y muerte. Los dcaros muertos fueron colocados en caimara humeda hasta la aparicion de micelio, el cual
fue aislado en agar papa sacarosa con antibidtico para su posterior observacion microscopica y determinacion. Se
encontr6 que el menor porcentaje de supervivencia del acaro fue frente a B. bassiana con un 17% y 6% a las
concentraciones de 106 con/mL y 107 con/mL (p<0,05), mientras que con L. /ecanii el porcentaje de supervivencia
fue de 29% y 20% a las concentraciones de 10¢ con/mL y 107 con/mL (p>0,05). Se concluye que, en condiciones de
laboratorio, B. bassiana tuvo efecto entomopatdgeno sobre las ninfas y adultos de P. crtri, observandose un menor
porcentaje de supervivencia del acaro al incrementar la concentracion de conidias del hongo, mientras que L. /ecanii
no tuvo efecto entomopatdgeno sobre las ninfas y adultos de P. citri.
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ABSTRACT

The pathogenic effect of Lecanicillium lecanii (Zimm) and Beauveria bassiana (Bals.) on citrus red mite,
Panonychus citri, in laboratory conditions was evaluated. Five treatments with three replicates each were performed:
(i) the first was applied to 0.1% Tween 80, (ii) the second and third, a suspension of L. /ecanii at concentrations of
106 / mL and 107 / mL, respectively, and (iii) the fourth and fifth, a suspension of B. bassiana at concentrations of
106 / mL and 107 / mL, respectively. After inoculation with the entomopathogenic fungi P. citri specimens showed
slow motion, color alteration of the integument and death. The dead mites were placed in a moist chamber until the
appearance of mycelium, which was isolated on potato sucrose agar antibiotic for subsequent microscopic
observation and determination. It was found that the lowest percentage of mite survival against B. bassiana was 17%
and 6% at concentrations of 106/107 mL and / mL (p <0.05), whereas L. lecanii the survival rate was 29% and 20%
at concentrations of 106 / mL and 107 / mL (p> 0.05). We conclude that, under laboratory conditions, B. bassiana
entomopathogenic took effect on nymphs and adults of P. cifri, with a smaller percentage of mite survival by
increasing the concentration of conidia of the fungus, while L. Jlecanii had no effect entomopathogenic on nymphs
and adults of P. citri.
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INTRODUCCION

El cultivo de los citricos en el Pert ha adquirido significativa importancia debido a los elevados niveles
de consumo tanto en el mercado interno como externo y se encuentra mas desarrollada, desde el punto de
vista agrondémico y comercial, en la costa central!. No obstante, tal desarrollo se encuentra amenazado por
enfermedades y plagas que afectan de modo negativo la produccién de este cultivo, como es el caso de la
araiiita roja de los citricos, Panonychus citri 23.

P. citri desarrolla de huevo a adulto en sélo 13 dias: el huevo en siete dias y los estados inmaduros
activos en seis; los adultos hembras viven un promedio de 15 dias, oviponen un promedio de 50 huevos en
el transcurso de su vida, de modo tal, que en el campo se pueden desarrollar de 12 a 15 generaciones cada
aflo, aspecto que repercute negativamente en la produccion de citricos, porque ademds de los adultos las
larvas y ninfas se alimentan de hojas y frutos deteriorandolos#5.6:

Las maximas densidades poblacionales de P. citri ocurren frecuentemente en primavera y en otofio y se
ha observado que la dinamica poblacional esta influenciada por el clima (desarrolla mejor a 25°C y a 65 +
10 % HR), estado vegetativo de la planta, practicas agrondmicas y enemigos naturales; en efecto, las
elevadas temperaturas son letales para todas las formas moviles y las bajas temperaturas prolongan el
tiempo de desarrollo y reducen la actividad alimenticia, la humedad relativa tiene un marcado efecto en el
numero de huevos colocados por la hembra, por lo que los extremos de ésta no solo reducen la
fecundidad, sino que también aumentan la mortalidad?.8.9:10.11,

El control de la “araiita roja” se efectuia mediante el uso de sustancias quimicas; sin embargo, resulta
costoso, destruye a los controladores benéficos, influye sobre la planta provocando ciertos cambios en la
constitucion de sus tejidos que resultan favorables para el desarrollo de la plaga y, sobre todo, desarrolla
con facilidad resistencia a los plaguicidas!213. Ante ello, el uso de hongos entomopatdgenos surge como
una buena alternativa de control porque son estables, eficaces y pueden aplicarse en completa armonia con
las diferentes técnicas usadas en esquemas de manejo integrado!5.16

En tal contexto, puede ser de utilidad Lecanicillium lecanii, hongo entomopatégeno de amplia
distribucion, que ocasiona epizootias de gran magnitud en ambientes calidos y himedos (humedad relativa
encima de 80% y temperatura entre 20 a 25°C), en un amplio rango de hospederos: insectos de los 6érdenes
Homoptera, Coleoptera, Diptera y Lepidoptera y acaros de la familia Tetranychidae!”-18, Igualmente,
Beauveria bassiana, otro hongo cosmopolita, que posee gran actividad entomopatogena contra diversas
especies de insectos correspondientes a los ordenes Coledptera, Lepidoptera, diptera, heterdptera,
Homoptera y también contra los acaros de la Familia Tetranychidae!9-20-

Teniendo en cuenta la importancia de P. citri como plaga en los campos citricolas del Pert y que no se
ha investigado la actividad de hongos entomopatégenos frente a ella, se planted la presente investigacion
que estuvo dirigida a determinar el efecto de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana sobre la araiiita
roja de los citricos, P. citri, en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico
e Cultivos puros de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana proporcionados por la
Cétedra de Fitopatologia del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
Nacional de Trujillo.
e Especimenes adultos y de estadio ninfal de Panonychus citri provenientes de la crianza
masiva en el mismo laboratorio.
Recoleccion e identificacion de Panonychus citri
Se realiz6 la recoleccion de hojas de naranjo infestados con P. crtri; las cudles se retiraron de la planta
con ayuda de tijeras, se colocaron en bolsas de papel dentro de una caja de carton y se trasladaron al
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo.
Para la determinacion de P. citri se realizaron observaciones bajo el estereoscopio utilizando pinceles



entomologicos, teniendo en cuenta la coloracion de los 4caros, las setas o pelos dorsales y los tubérculos
prominentes del mismo color que el tegumento.
Crianza de Panonychus citri
La crianza se llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de Trujillo y consistid en colocar esponjas dentro de bandejas de plastico
(35x25x5cm), sobre el lecho de esponjas se colocod papel toalla y sobre ellos se depositaron hojas de
Citrus limon “limon” previamente lavadas y secadas, los bordes de las hojas fueron rodeados con papel
toalla para evitar la huida de los 4caros. La esponja se mantuvo constantemente humeda y las hojas eran
cambiadas conforme se marchitaban, cada 8 dias. Se infestd cada hoja con diferentes estadios
poblacionales de P. citri, teniendo en cuenta la misma cantidad de individuos por hoja. La crianza se
realiz6 a 22- 25°C y a 70% H.R aproximadamente.
Reactivacion de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana
A partir de los cultivos puros de L. lecanii'y B. bassiana se hicieron suspensiones con Tween 80 al 0.1
%. Se seleccionaron dos bandejas de crianza con 30 individuos de P. cifr7 cada una y se realizo la
inoculacion por aspersion. Los acaros muertos fueron sometidos a condiciones de camara humeda, que
consistio en colocarlos en una lamina porta objeto ubicada dentro de una placa de Petri estéril, la cual
contenia algodon humedecido en agua destilada estéril. Las cdmaras se incubaron a temperatura ambiente
durante 7 dias hasta la aparicion de micelio sobre la superficie de los acaros muertos. En condiciones de
esterilidad se transfirié el micelio que emergio sobre los acaros, en tubos con Agar Papa Sacarosa y se
llevaron a incubacion durante 7 dias a temperatura ambiente, para obtener cultivos puros reactivados. Se
determin6 taxonémicamente al hongo en base a las caracteristicas morfolégicas macroscopicas!4
Propagacion y estandarizacion del indculo de L. lecanii y B. bassiana
Los hongos reactivados en el paso 2.3 fueron sembrados por el método de superficie en frascos planos
conteniendo Agar Papa Sacarosa, 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 %, y se estandariz6 con la ayuda de la cdmara de Neubauer a una
concentracion de 106 y 107 con/mL para ambos hongos.
Inoculacion de los hongos entomopatogenos L. lecaniiy B. bassiana
Se aplicaron cinco tratamientos con tres repeticiones cada uno, destindndose cuatro tratamientos para el
grupo problema y uno para el grupo control. Cada uno de los cinco tratamientos estuvieron conformados
por 30 individuos entre ninfas y adultos de P. citri. Al primer y al segundo tratamiento se les inoculo por
aspersion, suspensiones de L. Jecanii a las concentraciones de 2x10¢ con/mL y 2x107 con/mL
respectivamente, al tercer y cuarto tratamiento se les aplico suspensiones de B. bassiana a las
concentraciones de 2x10% con/mL y 2x107 con/mL respetivamente. El tltimo tratamiento fue destinado
para el grupo control al cual se le aplico Tween 80 al 0.1%. Todos los tratamientos se mantuvieron a 22-
25°Cy a 70% H.R aproximadamente!3.
Evaluacion de la actividad entomopatogena de L. lecaniiy B. bassiana
e Observacion de sintomas y/o signos
Después de la inoculacion se evalud diariamente en los grupos problemas la aparicion de
sintomas y/o signos de infeccion micotica, en comparacion con el grupo control. Los
sintomas evaluados fueron la carencia de coordinacion, pigmentacion, comportamientos
alterados como movimientos lentos y la paralisis del 4caro, muerte y finalmente como signo
la aparicién de micelio sobre la exocuticula, siendo el tiempo maximo de observacion 14
dias.
¢ Aislamiento y confirmacion de L. lecaniiy B. bassiana'3-20
Para determinar, si los hongos entomopatogenos fueron los que originaron la muerte a P.
citr, los 4caros muertos con sintomas de ataque fungico fueron sometidos a condiciones de
camara humeda con la finalidad de que si el hongo estuviera colonizando el interior del
acaro, se desarrolle y cubra la superficie exocuticular con micelio. Para ello, se coloco a los
acaros muertos en una lamina porta objeto ubicada en una placa de Petri estéril que contenia



algodon humedecido en agua destilada estéril., las cdmaras hiimedas se incubaron a
temperatura ambiente durante 7 dias hasta la aparicion de micelio sobre la superficie de los
acaros muertos. Con una asa bacteriologica y en completa esterilidad se transfiri6 el micelio
que emergid sobre el acaro hacia tubos conteniendo Agar Papa Sacarosa inclinado, los que se
incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias. Luego se procedid a la confirmacion del
hongo basdndose en las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas, microscopicas y
haciendo uso de las claves taxondémicas propuestas por Barnett y Hunter!4.

e Determinacion del Porcentaje de mortalidad y analisis estadistico??

Para la determinacion del porcentaje de muerte se empled la formula de Abbott.

Mo—-Mt
~ 100-Mt

Mc x 100

Doénde: Mc = Porcentaje de mortalidad corregida; Mo = Porcentaje de mortalidad del tratamiento u
observada; Mt= Porcentaje de muerte en el testigo.

e Los promedios del porcentaje de mortalidad fueron analizados mediante el Andlisis de
Varianza (ANAVA) con un nivel de confianza del 95% y para determinar si existe diferencia
significativa entre los tratamientos estudiados®.

RESULTADOS

La aplicacioén tanto de L. leccani como de B. bassiana en las ninfas y adultos del acaro P. citri determind
la aparicion de signos y sintomas que condujeron a la muerte (Tabla 1). Se verifico que la sintomatologia
y muerte fueron provocadas ppor los entomopatdgenos (Figs. 1y 2).

El porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de P. citr7 frente a la concentracion de 106 con/mL de
L. lecanii fue de 29%, mientras que a la concentracion de 107 con/mL fue de 20%, a los 14 dias de
evaluacion (Fig. 3). En tanto, el porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de P. citr7 frente a la
concentracion de 106 con/mL de B. bassiana fue de 17%, mientras que a la concentracion de 107 con/mL
fue de 6%, a los 7 dias de evaluacion (Fig. 4).

Tabla 1. Sintomas y/o signo observados en ninfas y adultos de Panonychus citri después de la
aplicacion de Lecanicillium lecaniiy Beauveria bassiana en condiciones de laboratorio.

TRATAMIENTOS
SINTOMAS/SIGNO Control * Lecanicillium Beauveria
lecanii bassiana
Movimientos lentos - + +
Alteracion en el color del tegumento = + +
Muerte - + +
Aparicion de micelio sobre los acaros = + +

*: Tween 80 al 0.1%; +: Presencia de sintoma o signo; - : Ausencia de sintoma o signo



Fig. 1. Adulto de Panonychus citri: A. Sin inocular (control); B. Inoculado con Lecanicillium lecanii (notese la
coloracion oscura); C) Micelio de L. lecanii cubriendo la superficie de P. citri, D) Fialides tipicas de L. lecanii
creciendo en la superficie de P. citri.

Fig. 2. Adulto de Panonychus citri: A. Sin inocular (control) B) Inoculado con Beauveria bassiana (notese la
coloracion oscura); C) Micelio de B. bassiana cubriendo la superficie de P. citri, D) Disposicion tipica de conidias
de B. bassiana en la superficie de P. citri,
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Fig. 3. Porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de Panonychus citri inoculados con Lecanicillium lecanii a
las concentraciones de 106 con/mL y 107 con/mL, a los 14 dias de evaluacion. (a: p < 0.05, existe diferencia
significativa; b: p > 0.05, no existe diferencia significativa).
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Fig. 4. Porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de Panonychus citri inoculados con Beauveria bassiana a las
concentraciones de 10° con/mL y 107 con/mL, a los 7 dias de evaluacion. (a: p < 0.05, existe diferencia significativa

entre los tratamientos).



DISCUSION

Los sintomas y signo observados en especimenes de los estadios de ninfa y adulto de P. citri luego de la
aplicacion de los hongos entomopatdgenos L. lecanii'y B. bassiana se deberian a la accion directa de éstos;
es decir, para que tales sintomas se presenten ocurrid previamente un proceso de patogénesis, el cual se
inicia con la adhesion de una conidia de los hongos inoculados a la cuticula de P. citri, siendo necesario el
reconocimiento y compatibilidad (por ejemplo de enzimas y glicoproteinas) entre el conidio y las células
del tegumento del 4caro, 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 interactiian
quimicamente con las lecitinas de la membrana generando un ambiente favorable para la secrecion de
enzimas. Luego de la adhesion, se inicia la germinacion, que es dependiente de las condiciones que le
pueda brindar el insecto y el ambiente para que la conidia germine20.2!

Carvallo?? menciona que L. lecanii y B. bassiana 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 4caro, involucrando este proceso a diversos mecanismos enzimaticos y
procesos fisicos. Perdikis et alZmencionan que las enzimas que participan en la penetracién son
proteasas, quitinasas y lipasas que actuan de forma secuencial, degradando la cuticula y liberando
nutrientes para el hongo. Cazorla y Morales3® mencionan ademas que estos hongos entomopatogenos al
invadir a los Tetraniquidos tienden a localizar sus hifas en el centro del hemocele, y producir toxinas
como bassinolide (L. /ecanii) y beauvericina, beauverolidasas, bassianolidasas e isarolidasas (B. bassiana)
las que actuan bloqueando el aparato digestivo, ademas de tener accidn histolitica, afectando el sistema
nervioso y muscular produciendo sintomas como lentitud en sus movimientos (Tabla 1). 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. En el mismo sentido, Prasad
y Syed?* 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 (Fig. 1y 2).

Luego de que los mecanismos de defensa del 4caro son sobrepasados, el hongo entomopatdgeno 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 momifica?s. Luego ocurre
la fase saprofitica de crecimiento micelial hacia el exterior (Fig. 1 y 2). Motta y Murcia!4 mencionan que
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 acaro. Todos los sintomas y signo observados y descritos en los grupos problema no se
observaron en el grupo control.

Al incrementarse la concentracion desde 106 a 107 con/mL de L. /lecanii, el porcentaje de supervivencia
de P. citri disminuy6 de 29% a 20% respectivamente; sin embargo, esto es aparente porque al realizar el
analisis estadistico se encontr6 que esta diferencia no era significativa, si existiendo diferencia
significativa entre dichas concentraciones y el control; esto significa que las dos concentraciones
empleadas tienen el mismo efecto sobre los individuos de P. cifri, lo que se significaria que a la
concentracion de 106 con'mL L. /ecanii llega a un umbral de infeccion, siendo la concentracion de
inoculo aplicada la maxima efectiva y que al aumentar la concentracion de la dosis, no se generara mayor
muerte en los acaros, obteniéndose resultados con porcentajes de supervivencia que no varian
estadisticamente. Estos resultados difieren con los hallazgos de Diaz et all8, quienes observaron que
especimenes de Myzus persicae presentaban una supervivencia del 0 % al ser inoculados con dosis de
1x10% con/mL de L. lecanii , concentracion que fue mas alta que la empleada en esta investigacion, esto se
puede deber a que P. citri presenta una mayor susceptibilidad a bajas concentraciones de conidios de L.
lecanii que M. persicac®¢. Ghosh ef aP5 encuentran que L. /ecanii disminuia a la poblacion de Tetranychus



urticae observando un porcentaje de supervivencia del 30% a la concentraciéon de 6.5x10¢ con/mL,
resultados similares a los obtenidos en la investigacion; asimismo Amjad ef af¢ informan que al
incrementar las concentraciones de L. lecanii de 1x10¢, 1x107y 1x108 con/mL, disminuye el porcentaje de
supervivencia de hembras adultas de 7. wrticae, disminuyendo también el porcentaje de eclosion de
huevos disminuye.

Asimismo, al incrementar la concentracion de 10 a 107 con/mL de B. bassiana, el porcentaje de
supervivencia disminuy6 de 17% a 6% respectivamente, resulta real porque el analisis estadistico se
encontrd que existia diferencia significativa entre la supervivencia obtenida a las dos concentraciones de
conidios empleadas, asi como también existe diferencia significativa entre dichas concentraciones y el
grupo control. Esto significa que las dos concentraciones empleadas no tienen el mismo efecto sobre los
individuos de P. citri, y que dicho efecto se va acentuando conforme se incrementa la concentracion de B
bassiana. Con los resultados obtenidos por Sanehdeep ef a2’ demuestran que el mas bajo porcentaje de
supervivencia de larvas de Spodopfera litura fue registrada a la concentracion de 2.03x10° con/ml,
concentracion que fue mas alta que la empleada en esta investigacion, asimismo Prasad y Syed?*
informaron que el porcentaje de supervivencia de larvas de Helicoverpa armigera fue de 13.3% al ser
tratadas a la concentracion de 0.25x10% con/ml de B. bassiana, esto podria atribuirse a la dosis de in6culo
empleada y a la patogenicidad del aislamiento con el que ellos trabajaron.

CONCLUSIONES

e Beauveria bassiana tiene efecto entomopatogeno sobre las ninfas y adultos de Panonychus
citri, en condiciones de laboratorio; disminuyendo el porcentaje de supervivencia del 4caro al
incrementarse la concentracion de conidias del hongo.

o Lecanicillium lecanii tiene un efecto entomopatdgeno sobre las ninfas y adultos de
Panonychus citri en condiciones de laboratorio, no existiendo diferencia significativa entre las
concentraciones empleadas.
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