UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

EFECTO DE HONGOS NATIVOS ENTOMOPATOGENOS sobre la hembra adulta de
Orthezia olivicola Beingolea 1965( He mi pt era: Ort heziidae) AQUER]I
OLI VOO, A+28lqui pa

Tesis Presentada por la Bachiller
VERONICA JUDITH MOROCCO AROSQUIPA
Para optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO

Asesor:

BLGO. GUIDO E. ZUMARAN MARTINEZ

AREQUIPA i PERU
2018



MG. JOSE RANILLA FALCON BLGA. MIRIAM ANGELA DELGADO

PRESIDENTE MANRIQUE

SECRETARIO

BLGO. GUIDO E. ZUMARAN MARTINEZ
MIEMBRO



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a Dios, por darme la
oportunidad de vivir y por estar conmigo en cada
paso que doy, por fortalecer mi corazén e iluminar
mi mente y por haber puesto en mi camino a
aquellas personas que han sido mi soporte y

compafia durante todo el periodo de estudio.

A mi padre, por ser el pilar
fundamental en todo lo que soy, en
toda mi educacion, tanto académica
como de la vida, por su incondicional
apoyo perfectamente mantenido a

través del tiempo.

A mi madre, por ser una mujer ejemplar,
brindandome su apoyo en todo momento, por sus
consejos, sus valores, por la motivacién constante
gue me ha permitido ser una persona de bien, pero
mas que nada, por su amor y compresion durante

este proceso.



AGRADECIMIENTOS

A través de estas lineas quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a todas las
personas que con su soporte cientifico y humano han colaborado en la realizacion de este

trabajo de investigacion.

Muy especialmente a mi asesor de tesis, Blgo. Guido Zumaran por la acertada
orientacion, soporte y discusion, critica que me permitié un buen aprovechamiento en el

trabajo realizado, y que ésta tesis llegara a un buen término.

De igual manera agradecer a la Blga. Miriam Delgado por sus ensefianzas y

conocimientos, por sus consejos, que ayudan a formarte como persona e investigadora.

En esta etapa de gran importancia para mi formacion profesional quiero agradecerle a
mis compafieros de la escuela de Biologia y de laboratorio, en especial a Gladys por toda
la ayuda en los ensayos de laboratorio, quien con su experiencia, consejos, dedicaciéon y
paciencia han ayudado a que pueda obtener un mejor resultado, asi también agradecer
a Maribel, Jesus, Cristian, Diana, y July por esos buenos momentos que compartimos,

sus consejos y valioso apoyo.

Finalmente agradecer atodas las personas que han formado parte de mi vida profesional,
a las cuales agradezco por su amistad incondicional en los buenos y malos momentos,
haciendo de mi etapa universitaria la mejor época de mivida. Algunas estan aqui conmigo
y otras en mis recuerdos y en mi corazén, sin importar en donde estén quiero darles las
gracias por formar parte de mi, por todo lo que me han brindado y por todas sus

bendiciones.



INDICE

DE D I C AT ORI A L.t e ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e e aa e e e e e e e e e e bbb bbb bbb e ren e e iii
AGRADECIMIENTOS . .ttt e e e e e e e e e e e b e e e e e e e [\Y;
RESUMEN ...t e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s s e e s s e naaanes viii
A B S T R A T e oottt e e e et et b e e e e e e et a e b e aas iX
INTRODUCCION........oiuiitiietiete ettt ettt ettt seste s ete st et etestessesestesaresaessesestenaris X
(07N I 1 U N P TP P PP PPPURTPT 1
MARCO TEORICO ...t e ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s e e s e neanes 1
1.1, OlEa BUIOPEA L. ...ttt e e e 1
1.1.1.  Clasificacion TaXONOMUCA. ........cuurieiiiiiieiiieie et e et e e et e e 1
1.1.2.  DeSCrPCION BOANICA ....ccoivieiiiiiiiie ittt 2
1.1.3. Importancia y Valor NULFHCIONAL ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiieeiiceccee e 4
1.1.4. Variedades COMEICIAIES .........cc.uuiiiiiiiiiiiii e 5
I T loTo) [T |- 6
1.1.5.1.  Condiciones agrocliméticas del Cultivo del OliVO............cccceverriiierininnnns. 7
O I T =T To)] (0T )T ISP PP PP 8
1.1.7. Plagas y Enfermedades asociadas al Cultivo del Olivo .............cccceeeeiniiinnnnn. 10
1.2. Queresa Mdavil del Olivo Orthezia olivicola Beingolea...........ccoevveeviviiiiiiinnnl. 13
1.2.1.  Clasificacion TaXONOMIUCA.........cuueieiiiiiieiiiiieeeeiiee e e e e sbare e 14
7 O3 1] [0 T = 1o [0 To [ o PP 14
1.2.3.  HADItOS Y DAR0S......ceiiiiiiiiieiiiie ettt 16
1.2.4.  CoNtrol BIiOIOGICO. ... .uuuiiiiiiiiieiiiiiieee et 16
1.3.  HONQGOS ENtOMOPAIOGENOS. ....citviiiiiiiiie ettt e ettt ettt et e et e s e e anaeee s 18
1.3.1. Mecanismo de accion de los Hongos Entomopatdgenos............ccccceeeeeeeen.... 18
a) Adhesion de la espora a la cuticula del iNSECtO..........cccvvveeeieeiiiiiieiee e, 18

b) Germinacion de [a ESPOra .........eueeiieiiiiiiiiiiiiieee e 19

C) Penetracion del iNtegUMENTO ........ccoiiuiiii it 21

d) Multiplicacion del hongo en el hemocele............cccoeeeviiiiiiiiiie e 22

€)  ProducCiOn de tOXINAS. .......cccuueieiiiiiie ittt 24

f)  Muerte del INSECLO ......cco it 27

(o) I ©o] (o] g1 2= ol o ] o TR PRSP 27

) TR =1 41T o =T o - PSS 28

) I =] o Yo {01 - Tox o] o HO PO 28

) I . 1T= 011 = et T o SR 28
1.3.2. Clasificacién Taxonémica de los Hongos Entomopatogenos......................... 30
1.3.3.  Caracteristicas de la DivisiOn DeuteromycCota ...........cccceeeriveeeriiieeeeniieee e 32



1.3.4.  Principales HONgos ENtOMOPAtOgENOS.........uvuuiiiiiiiiieiieriiereeeeeeeeeee e ee e e e e e 32

1.3.5. Factores ambientales que afectan el uso de Hongos Entomopat6genos ......40
CAPITULO 1 ettt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeas 45
MATERIALES Y METODOS ......oviiiiieecte ettt ts ettt se st e stssasss e stesnaresensnane e 45
2.1. Ubicacion del lugar de StUIO.........cocuuiiiiiiiiie i 45
2.2.  Metodologia de CampPO .....uuuuiiiiiiiiiiii e 45

2.2.1.  Obtencion de O. OlIVICOIA .........coouueiiiiiiiie e 45
2.3. Metodologia de Laboratorio............eeeieeiiiiiiiiiiieeiee e 46

2.3.1. Proceso de crianza de O. olivicolafiquer esa m- v.i.l...d.el.460l i voo

2.3.2. Reactivacion de Hongos Entomopatigenos...........cccceeeeeee e eeeee e e, a7

2.3.2.1. Aislamiento a partir de método de Insecto Trampa .........c.cecvveeeriiveeenns 47
2.3.2.2.  Aislamiento de Hongos Entomopatdgenos Nativos..........cccceeeeeeeeeeeeennn. 49
2.3.2.3.  CultivoS MONOSPOIICOS......ccurvieiiiiiiieiiiiieessiiieessireeessiieeessinneessnnneeeesneen 49
2.3.2.4. Conservacion en Silicagel.........ccueveeeiieiiiiiiii e, 51
2.3.3.  Replicacion de CUItIVOS PUIOS ........ceeeiiiiiiiiiiiiie ittt 53
2.3.4. Control de calidad de los Hongos Entomopatdgenos Nativos .............cc.evvveeee. 53
2.3.4.1. ObtenciOn de INOCUIOS .........cocuuiiiiiiiii e 53
2.3.4.2. Concentracion de CONIAIAS .......cuuvieiiiiiieiiiie et 54
2.3.4.3. Viabilidad o germinacion de conidias.............ccueeeiiiireiiiiieeeiiieee e 55
2.3.4.4. PUIBZA......uuiiiiiiiiiieeieeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e s s e e s e 56

2.3.5. Bioensayo de patogenicidad de aislamientos nativos............cccccccevvvinriiinnnnnnee. 58

2.3.6. Concentracién Letal media (CL50) y noventa (CL90) ..........cccocccnvnnrinviriennnnnnee. 62
2.4. DiSeN0 EXPENMENTAL .......ooiiiiiiiiiii e 62
CAPITULO T ettt ettt e e e e e e et et ee b ebn e e e e e eeaeeeennnnnnns 64
RESULTADOS Y DISCUSION........oiiiuieieeeteeiee ettt n st st e e eaeanane s 64
3.1. Reactivacion de Hongos Entomopatdgenos Nativos...........cccccoeeeeeeeiiiiiie e, 64
3.2. Control de calidad de Hongos Entomopatdgenos Nativos.............coceeeeiiieeeiiiieeenns 67
3.3. Bioensayo de patogenicidad de aislamientos Nativos ...........ccccooieeiiiiiiiiinienieeeeenenn 67
3.4. Concentracion Letal media (CL50) y noventa (CL90)........cccceevvvveeeriiieeiiiiieeeeiiene D
CONGCLUSIONES ...ttt et e e e et et e e et bbb e e e e e e e eeeeernneaaneas 78
RECOMENDACIONES. ... ittt a e et b e e e e e e e e e e eeaeene s 79
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 80
ANEX O S ... e et a e e e e e e e earreed 87

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS

ADE: Agua destilada estéril

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

CL50: Concentracion letal media
CL90: Concentracion letal noventa
DPA: Acido dipicolinico

Ha: Hectarea

HEP: Hongo entomopatégeno

HR: Humedad relativa

ID: Inversa de la dilucion

Lb: Libra

LcPDA: Papa-dextrosa-agar enriquecido con levadura de cerveza
LO: Longitud oeste

LS: Latitud sur

Max: Maximo

Min: Minimo

PDA: Papa-dextrosa-agar

Pg: Pulgada

SENASA Servicio nacional de sanidad agraria
T™: Tonelada métrica

UFC: Unidades formadoras de colonia
uv: Ultravioleta
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RESUMEN

La queresa movil del olivo Orthezia olivicola constituye una de las plagas de mayor
importancia en el cultivo del olivo. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de hongos nativos entomopatogenos sobre las hembras adultas delafi qu er e s a
movil del olivoode Setiembre a Enero del 2017. Dicho trabajo se realizd a partir de la
reactivacion del cepario de hongos nativos entomopatogenos tales como Metarhizium
anisopliae var. anisopliae (CCB-124), Beauveria bassiana (CCB-122 y CCB-123) e
Isaria fumosorosea (CCB-125). Los bioensayos de patogenicidad de las cepas nativas
se realizaron sobre las hembras adultas de Orthezia olivicola en condiciones de
laboratorio, a una concentracion de 108 conidias/ml., alcanzando la mayor mortalidad
del 100% con Beauveria bassiana CCB-122, 90% Metarhizium anisopliae var.
anisopliae CCB-124, 74% y 72% lsaria fumosorosea CCB-125 y Beauveria bassiana
CCB-123, respectivamente. Posteriormente se selecciond la cepa nativa CCB-122 como
el hongo mas promisorio obteniendo una concentracién letal media (CL50) de 5.6 x 102
conidias/ml y concentracion letal noventa (CL90) de 3.8 x 10%conidias /ml.

Palabras clave: Queresa movil del olivo, reactivacion, cepa nativa, hongos

entomopatdgenos.
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ABSTRACT

The olive grove of Orthezia olivicola it is one of the most important pests in olive cultivation.
The objective of the present work was to determine the effect of entomopathogenic native
fungi on adult females of the "mobile olive queresa" from September to January 2017.
This work was carried out from the reactivation of the entomopathogenic native fungi strain
such as Metarhizium. anisopliae var. anisopliae (CCB-124), Beauveria bassiana (CCB-
122 and CCB-123) and Isaria fumosorosea (CCB-125). The pathogenicity bioassays of
the native strains were performed on adult Orthezia olivicola females under laboratory
conditions, at a concentration of 108 conidia / ml., Reaching the highest mortality of 100%
with Beauveria bassiana CCB-122, 90% Metarhizium anisopliae var. anisopliae CCB-124,
74% and 72% Isaria fumosorosea CCB-125 and Beauveria bassiana CCB-123,
respectively. Subsequently, the native strain CCB-122 was selected as the most promising
fungus obtaining a mean lethal concentration (LC50) of 5.6 x 102 conidia / ml and ninety
lethal concentration (CL90) of 3.8 x 106conidia / ml.

Key words: Mobile olive queresa, reactivation, native strain, entomopathogenic fungi.



INTRODUCCION

Orthezia olivicola Beingolea (Hemiptera: Orthezidae) conoci do como | a fiquer
del pdertenegeda la familia Ortheziidae, los cuales son altamente polifagas y son
consideradas plagas dondequiera que ocurren. Estas queresas ocasionan dafios directos
ya que se alimentan a través de la succion de la savia de las hojas del olivo y, como
consecuencia de la alimentacion, excretan una mielecilla que al fusionarse con el polvo
delashojas,dan | ugar a |l a proliferaci-n @apriodumongo co
sp.), que se encuentra en el ambiente (Sarayasi et al., 2012). Tal dafio impide la
fotosintesis del olivo, disminuyendo la produccién de las aceitunas, reduciendo asi su
calidad y valor comercial; en algunos casos, por la severidad del ataque, puede llegar a

la muerte del olivar.

El Olivo es el principal cultivo permanente de la Region Arequipa, cuya produccion la sitia
como la segunda zona productora del pais después de Tacna. Los principales problemas
en la produccion del Olivo se deben al deficiente manejo agrondémico, presencia de
diversas plagas y enfermedades, débil comercializacion y productores desarticulados.
Producto del desbalance ecolégico que se presenta en la mayoria de los cultivos
extensivos y entre ellos el olivo, las plagas insectibles pueden provocar grandes pérdidas
tanto a nivel de campo como en fabrica. Tal es el caso asi, del insecto plaga Orthezia
olivicola, especie que en afios recientes ha adquirido importancia econémica como plaga
del olivo, causando considerables dafios en llo, Bella Unién, Atico y Tambo. Reduciendo
su produccién hasta en un 75% lo cual ha provocado una merma en los ingresos de los

productores y el reemplazo del olivo por otros cultivos de mayor rentabilidad.

Uno de los métodos que més se ha utilizado para combatir los insectos fitéfagos es el
control quimico, sin embargo no ha sido posible contrarrestar el desarrollo de las
infestaciones. Por el contrario, la agricultura ha sufrido enormes afectaciones tales como
insecto-resistencia, contaminacion del ambiente, riesgo para la salud animal y humana,
sacrificio de numerosas plantas hospederas con gran importancia agricola y socio
econdmica. Por estas razones, en los Ultimos afios se han incrementado los estudios para
generar estrategias de lucha que reduzcan las poblaciones de insectos plagas, donde los
agentes bioldgicos juegan un papel importante; tal es asi como es el caso de los hongos

entomopatégenos.



El control biolégico es definido como la accion de los enemigos naturales, que comprende
depredadores, parasitoides y patbgenos microbianos, la cual constituye una alternativa
viable para el control de plagas, enfermedades y malezas. El objeto del control con
hongos entomopatdgenos, es que pueden eliminar o mantener las plagas en niveles que
no ocasionen dafios econémicos en los cultivos, y ser empleados de manera integrada
con insectos predadores naturales, pues la compatibilidad de los hongos
entomopatégenos con predadores y parasitos fue demostrada por Goettel et al. (1990).
Asi, su aplicacion se convierte en una alternativa viable para el manejo agroecolégico
responsable con el medio ambiente, ya que no causan resistencia en las plagas ni dejan
residuos toxicos, obteniendo mayor eficiencia en la produccion de alimentos como la

aceituna.

Considerando el concepto de que diferentes cepas (aislamientos), obtenidos por
reactivacion, de hongos entomopatégenos nativos, puede presentar diferencias en su
patogenicidad hacia un insecto hospedante determinado; este trabajo tuvo como

objetivos:

1 Reactivar el cepario de hongos nativos entomopatdégenos del Laboratorio de

Entomologia y Control Biolégico de la UNSA.

1 Determinar la patogenicidad de las cepas nativas sobre O. olivicolai qu er e s a

del olivodo bajo condiciones de | aboratori
1 Determinar la concentracion letal media (CL50) y noventa (CL90) de las cepas

nativas mas efectivas en el control de O. olivicolafiguer esa m- vi | del

condiciones de laboratorio.

Xi

m- vi
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Oleaeuropeal.

El olivo es una planta muy antigua remontandose a 6000 afios atras, su cultivo se ha
ido incrementando con el pasar de los afios, se estima que superan los 15 millones de
hectareas, repartidas por diversas regiones del mundo con cultivos predominantes en
la cuenca del mediterrdneo y en el cercano oriente, a Peru fue traido por los
conquistadores adaptandose mejor en el Sur del Peru en climas secos y calurosos como
en los valles de Yauca, Camana, Tambo e llo.

En la actualidad, en la Costa Peruana se cultivan aproximadamente 7.500 has. de olivo,
de las cuales el 85% se destinan a la elaboracién de aceituna de mesa, y el resto a la
industrializacién del aceite de oliva. Siendo las regiones dedicadas a este cultivo como
Ica, Arequipa, Moquegua Yy Tacna, este Ultimo de mayor produccién y superficie

cultivada.

1.1.1. Clasificacion Taxondmica

Segun A. Cronquist (1995), el olivo esta ubicado en la siguiente posicién taxonémica:

Reino : Vegetal
Divisibn  : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub-clase : Caryophyllidae
Orden : Caryophyllales
Familia : Oleaceae
Género : Olea

Especie : Olea europea, L.



1.1.2. Descripcién Botanica

El olivo (Olea europea L.) es un arbol de la familia de las Oleaceas que puede llegar
a medir unos 15 m de altura si no se realiza la poda apropiadamente. Comprende 29
géneros y 600 especies, entre ellas, el olivo, Olea europea L. Es frecuente nombrar
a los olivos cultivados O. europea var. Communis, para distinguirlos de la variedad
salvaje, el acebuche (O. europea var. Silvestris). El olivar no sélo esta formado por
los olivos, sino que siempre tiene una serie de recursos como son el suelo, las plantas
espontaneas, el agua de lluvia y los insectos auxiliares. También pueden tenerse
otros recursos como las plantas que se cultiven en su interior o se conserven en las
lindes, el agua de riego y los animales domeésticos. La descripcién se basa en los
reportes de Gémez et al. (2006) y Guzman et al. (2004).

A. Raiz

La forma en que se distribuyen las raices del olivo depende fundamentalmente
de la aireacién del suelo; suelos aireados hacen que las raices crezcan mas
perpendiculares al suelo, llegando a alcanzar mas de 7 metros de profundidad.
Conforme va disminuyendo la aireacién del suelo, va aumentando el angulo entre
las raices y el tronco, formandose una red muy amplia de raices superficiales.
Esto es lo mas comin en los cultivos, donde la mayoria de las raices se
encuentran a 1 metro o menos de profundidad. Cada raiz principal del olivo esta
conectada con una rama concreta, y la eliminacion de esa rama lleva a la

degeneracién de su sistema radical y vascular.

B. Tallo

El olivo es un arbol poco elevado, los ejemplares cultivados mas altos no superan
a los 10 m y que puede llegar a alcanzar los 500 afios de edad. Su tronco es
grueso, de diametro irregular y de corteza pardo grisacea que se agrieta y se
acanala caracteristicamente con la edad, debido a un peculiar sistema vascular
gue conecta cada rama con un haz especifico de raices. Esta corteza serd mas

gruesa en arboles de secano que en regadios.

Las ramas del olivo son fuertes, de corteza lisa, delgada y grisacea, espinosa en
la variedad silvestre, y poseen el potencial de desarrollar sus propias raices,
especialmente las ramas tomadas de las regiones inferiores del tronco. Tanto la

forma en que se distribuyen las ramas del arbol (lloronas, erguidas o abiertas)



como su capacidad para crecer en grosor y longitud (vigor), son caracteristicas

especificas de cada variedad diferente de los olivos.

C. Hojas

Cuando el olivo es joven, sus hojas son pequefias y suculentas, de color verde
oscuro, y aparecen enfrentadas en las ramas. Al ir creciendo, en el arbol se
produce el cambio gradual al tipo de hoja adulto, que es alargada y fusiforme,
mas pequefia en los olivos silvestres que en los cultivados. Estas hojas poseen
propiedades hipoglucemiantes y disminuyen la presion sanguinea.

La hoja tipica de un olivo tiene 5-6 cm de longitud y 1-1.5 cm de ancho, hojas por
debajo de los 5 cm de longitud se consideran cortas, si miden mas de 7 cm,
largas. Con menos de 1 cm de ancho tenemos una hoja estrecha, es ancha si
mide mas de 1.5 cm. La hoja puede presentar una curvatura longitudinal, que la

divide en cuatro categorias:

Epinastica, mayor desarrollo del haz
Plana

Hiponéstica, mayor desarrollo del envés

= =4 4 =

Helicoidal

El haz es de color verde oscuro, y brilla a causa de las ceras que segrega para
evitar la desecacioén, y que son también las responsables de que no encontremos
estomas en ese lado de la hoja. El envés es de color gris plata, debido a un
tapizado de células especiales, transparentes y solapadas, que forman una
cubierta sobre los estomas, evitando la desecacién y manteniendo bajo la

cubierta una temperatura inferior a la exterior.

D. Inflorescencia
Aparecen en Mayo-Junio en forma de inflorescencias que nacen en las axilas de
las hojas, en numero variable. La longitud media de las inflorescencias oscila

entre los 25 y los 35 mm.

E. Flores
Son flores pequerfias y tetrdmeras, con cuatro sépalos y cuatro pétalos blancos
soldados por la base. Presenta dos estambres con una antera amarilla cada uno;

en el ovario se encuentran dos carpelos con dos 6vulos cada uno, con un estilo

3



corto y grueso y un estigma grande, y el nUumero medio de flores que aparece en

éstas, esta entre las 18 y las 25.

F. Fruto

Son drupas, frutos con hueso, carnosas de entre 0.5 y 2 cm de longitud, en su
interior esta la semilla, protegida por un endocarpo endurecido. Al concluir su
maduracion, que se produce a finales del Otofio, son negros y se recogen en
Noviembre y Diciembre. Los caracteres del fruto que se deben tener en cuenta
son el peso (baja si esta por debajo de los 2 g; medio, entre los 2 y los 4 g; elevado
entre los 4y los 6 g); la forma del fruto (esférica, cuando la relacion longitud/ancho
es <1.25, ovoidal si esta entre 1.25 y 1.45), forma de la base y apice; la simetria;
la posicion del didmetro transversal maximo; la presencia o ausencia de pezony
lenticelas (regiones en su superficie destinadas al intercambio de gases); y el
tamafio de éstas. Tanto las caracteristicas del fruto como las del endocarpo son

de importancia a la hora de distinguir las variedades del olivo.

G. Semilla

Los caracteres distintivos del endocarpo son su peso (la media esta entre los 0.3
y los 0.45 g); forma general (esférica, si la relacion largo/ancho es menor de 1.4,
ovoidal si esta entre 1.4 y 1.8, eliptica si esta entre 1.8 y 2.2, y alargada si es
mayor de 2.2), del apice y la base; la posicion del diametro transversal maximo,
la textura de su superficie, sus surcos (el nUmero medio esta entre 7y 10) y la

presencia o0 ausencia de un mucrén en el apice.

1.1.3. Importanciay Valor nutricional

La aceituna tiene un alto valor nutritivo. Posee todos los aminoacidos esenciales en
una proporcion ideal, aunque su contenido en proteina es bajo, su nivel de fibra hace
que sea muy digestiva. Estdn compuestas en su mayoria por agua y su aporte en
nutrientes en base a 100g es hidratos de carbono 1 g, proteinas, 0,8, calorias 150,
fibra 2,6 g, y 1,73 g por cada 100 kcal, por lo que segun la reglamentacion sobre el
etiquetado N°1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo del 20 de diciembre

de 2006, puede considerarse Fuente de Fibra.

Las aceitunas de mesa contribuyen a cubrir las CDR (Cantidad Diaria Recomendada)
de fibra, que son 30 gramos tiene 20% de grasa. El &cido graso mas abundante es el

oleico 82%, seguido del palmitico 13%, linoleico (Omega-6) 5%, estearico 3%,
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linolénico (Omega-3) 1%, y palmitoleico 1%, dependiendo de la madurez de la
aceituna. Una cantidad de 25 gramos de aceitunas (7 aceitunas) aporta 0,28 gramos
de sodio aproximadamente. En menor proporcién contienen otros minerales como el

calcio, potasio, magnesio, hierro, fésforo y yodo.

En cuanto a las vitaminas, la aceituna de mesa aporta pequefias cantidades de
vitaminas del grupo By liposolubles como la provitamina A y la E, siendo estas dos
Ultimas de accidn antioxidante (Strobach, 2000; Hermoso et al., 1995).

1.1.4. Variedades Comerciales

Las variedades de olivo son en su mayoria de origen europeo y provienen
especialmente de Espafia, Italia y Portugal. Sin embargo segun el avance de la
caracterizacién morfolégica existe un 75% de variedades en el Peru entre ellos se
encuentra Sevillana, Ascolana, Cerignola, Manzanilla, Empeltre, Larga, Redonda,
Barnea, Liguria, Pendolino, Farga, Leccino, Cornicabra, Picudilla, Coratina, Maurino,
Arbequina, Frantoio, Limoncillo, Falsa Criolla, G2-024, G3-165, HV-134, B-2010, HV-
444, A4-210, EC-220, etc. (Casilla, 2011).

Las variedades que mejor se han adaptado a las condiciones agroecoldgicas de la
costa son la Sevillana, Ascolana y Liguria (Diaz, 2006; Guevara et al., 2011).
A. Ascolana

Es una de las principales variedades italianas de mesa, su arbol es de tamafio mayor
gue mediano, rustico, de produccién semi-temprana, autofértil. La variedad es ideal
para conserva, produciendo frutas de buenas caracteristicas pero de cuticula muy

delicada y pulpa blanca, que se madura facilmente al ser cosechada.

B. Gordal

Conforma una de las principales variedades producidas en Espafia, originaria de
Sevilla, el arbol es de altura media, produce frutos grandes de pulpa firme, de
madurez precoz, de color brillante cuando madura. La fruta es apropiada para la

obtencion de conservas, principalmente aceitunas rellenas.



C. Manzanilla

Muy utilizada en Espafia para la industria de conservas de aceitunas, su arbol es de
tamafio grande, de buena produccién, poco exigente en clima y produccién semi-

temprana.

D. Pendolino

Es una variedad de origen italiano, utilizado principalmente como polinizante, arbol

de mediano vigor, de buena y constante fructificacion. Su uso es para extraer aceite.

E. Sevillana

Es la variedad mas antigua del pais conocida como "criolla", se produce en varios
lugares tales como Huaral, Ica, Pisco, Bella Unién, Yauca, la Ensenada, Mejia,
Mollendo, llo y Tacna. El arbol es de tamafio grande, de color negro-morado intenso
a la madurez. Es la mejor variedad para la preparacibn de aceitunas botija,
machacada y seca, productos que a su vez son los de mayor demanda en el mercado

nacional.

F. Liguria

Es una variedad aceitera, que fuera introducida de Chile, su arbol es de gran

tamafio, muy productivo. Se utiliza exclusivamente para aceite.

1.1.5. Ecologia

El olivar no s6lo esta formado por los olivos, sino que siempre tiene una serie de
recursos como son el suelo, las plantas espontaneas, el agua de lluvia y los insectos
auxiliares. También pueden tenerse otros recursos como las plantas que se cultiven
en su interior o se conserven en las lindes, el agua de riego y los animales
domésticos.

Un manejo adecuado de estos recursos sienta las bases para un cultivo ecologico
del olivar, con el que podemos conseguir aumentos notables en la rentabilidad de las

explotaciones olivareras sin degradar el ambiente (Guzman, 2004).



1.1.5.1. Condiciones agrocliméticas del Cultivo del Olivo

El olivo tiene capacidad de vegetar bajo diferentes situaciones climaticas, pero
solo fructifica y produce en forma adecuada en ciertas y restringidas zonas
geogréficas, con caracteristicas climaticas particularmente favorables al cultivo.
Entre los factores climaticos a considerar y estudiar antes de plantar un olivar, se
pueden citar la temperatura y humedad, de estos, la temperatura es el factor que
mas determina las posibilidades de cultivo, en cuanto a desarrollo, productividad

y rentabilidad del olivar.

A. Temperatura

El olivo proviene de un clima mediterraneo, el cual, a grandes rasgos, se
caracteriza por presentar dos estaciones una fria - hUmeda, en la que la especie
logra el receso o dormancia invernal, y la otra es calurosa - seca, que es cuando
se produce fructificacion. En ese clima, durante la estacion invernal se produce
la acumulacion de frio, indispensable para que el olivo salga de la dormancia y
alcance una floracion uniforme, definiéndose la temperatura umbral de 12,5 °C,
bajo el cual se produce la acumulacién de frio u horas frio. Las yemas
vegetativas no parecen tener necesidades de frio para iniciar su actividad. Las
temperaturas de verano adecuadas para la fructificacion no deberian superar los
35 °C y tampoco ser inferiores a los 25 °C, requiriendo de una acumulacion
térmica para alcanzar un buen contenido de grasa o de azucares en los frutos,
ya sea para la extraccion de aceite o para la elaboracion de aceituna de mesa
(INIA, 2003).

B. Humedad

La humedad 6ptima pasa iniciarse el primer evento fenoldgico que es la floracion
se necesita estar entre 60 1 80 %. Si la situacién es de humedad relativa inferior
a 50%, la viabilidad del estigma, 6érgano de la flor destinado a recibir el grano de
polen, se reduce a menos de tres dias, lo cual es insuficiente para que se
desarrolle el tubo polinico y la posterior cuaja del fruto. En este caso se produce
una deshidratacion del estigma. Por el contrario cuando la humedad es cercana
al 100%, el polen se hidrata aumentando de peso, lo que reduce el efecto de
polinizacion anemdfila (por el viento). Ademds, es posible que ante una

hidratacion excesiva, el grano de polen se destruya (INIA, 2003).
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C. Suelo

Los suelos deben presentar texturas franco a franco arenosas y con un contenido
de materia orgénica superior al 2%. Respecto a la tolerancia a suelos con
problemas de salinidad, se puede decir que el olivo es una de las especies de
mayor tolerancia (moderadamente acidos a moderadamente alcalinos - pH entre
5,5y 8,5). La tolerancia a la salinidad, definida por la conductividad eléctrica
(C.E.), es bastante elevada, tolerando hasta menos de 4 dS/m sin que la
potencialidad se afecte (INIA, 2003).

D. Nutrientes

Para una 6ptima productividad el olivo requiere cantidades equilibradas de los
diferentes elementos minerales presentes en el suelo. Entre los mas importantes
y demandados por el olivo, podemos citar al Nitrégeno (N), el Fosforo (P) y el
Potasio (K) (Bueno, 2014).

E. Riego

El nimero de riegos y el volumen de agua por riego dependeran, de la capacidad
del suelo para retener el agua, de las condiciones climaticas, del estado
vegetativo de las plantas y de las variedades. El aporte aproximado de 40 o 50
litros de agua por planta permitira abastecer adecuadamente a los olivos y
favorecera un adecuado apisonamiento de la tierra, suprimiendo el peligro de

formacion de bolsas de aire cerca de las raices (Mufioz, 2005).

1.1.6. Fenologia

El estudio de la fenologia en cualquier planta tiene especial interés por su relacion
con el clima en general y el microclima en particular en el que se desarrolla la planta,
actuando en este caso como un indicador biol6gico del mismo. En el caso del cultivo
de olivo la duracion de las fases fenoldgicas depende mucho de las condiciones

edaficas y factores medio ambientales de la zona agroecolégica.



El olivo presenta fases fenoldgicas bien marcadas y diferenciadas (Figura 1), las
cuales permiten identificar los cambios que ocurren durante el desarrollo de la planta;
segun el SENAMHI (2011) han determinado siete fases fenolégicas:

A. Induccién Floral

Es el momento en que se transforma la yema vegetativa en floral

B. Diferenciacion Floral

La diferenciacion floral comienza del centro de la yema, primero se desarrollan

los pétalos, luego los sépalos, los estambres y el pistilo, todo el proceso tarda de

4 a 5 semanas.
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Figura 1. Fenologia del cultivo de Olea europea L.
Fuente: (Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Perd- SENAMHI.

Manual de Observaciones Fenolégicas 2001)
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C. Aparicién de Racimos Florales

Aparecen las primeras inflorescencias en las coberturas formadas por las hojas

viejas.

D. Hinchazon del Boton Floral

Se hinchan los botones florales, redondeandose e inclinandose mediante un
pedunculo corto.

E. Floracién

Las flores de la inflorescencia comienzan a crecer rapidamente, el tamafio final

lo alcanzan antes de Setiembre y Octubre. Las primeras flores se abren.

F. Fructificacion

Aparecen los primeros frutos. Es la fecundacion de la flor que mediante el
proceso de la flor que mediante el proceso de la polinizacion se convierte en

fruto, el ovario fecundado se agranda y se hace notorio.

G. Maduracién

Los frutos adquieren el color tipico de su variedad. En la mayoria de las
variedades, las aceitunas son cosechadas antes de su madurez fisioldgica,
cuando todavia tienen un color verde claro o amarillo. En tales casos, el
observador debe registrar maduracién verde claro o maduracién amarilla en vez

de maduracion completa.

1.1.7. Plagas y Enfermedades asociadas al Cultivo del Olivo

Durante la fenologia del cultivo se presentan diferentes problemas fitosanitarios
causados por plagas de insectos; enfermedades originadas por hongos, nematodos,

virus y bacterias.
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A. Insectos

A nivel internacional existen distintas plagas dafiando al olivo, tal es asi, que en

Espafa se identific6 a Muscaoleaefil a mosca del olivoo0o que prao
caida temprana del olivo obteniéndose aceite de baja calidad (Rossi et al., 1780),
Praysoleaefipol i | | a del olivoo ataca sucesi vament
larvas del estadio Il causan grandes dafos introduciéndose en el hueso de la

aceituna, provocando finalmente su caida en los meses de Agosto-Setiembre (De

Zuhiga et al., 1806), asi mismo Psylla oleae produce una secrecion algodonosa

gue envuelve los grupos de flores y secan los frutos (Navarro & Benitez, 1905).

Por otro lado en Atacama-Chile entre las plagas que en determinadas condiciones

pueden llegar a revestir importancia econémica se encuentra Saissetia oleae
ficonchuel a n esgmpae selemduentralunida a @n conjunto de hongos

gue se conocen con el nombre de tizne, Saissetia coffcae iconc huel a
hemi esf ®r i cet al., 106r), As@ididotms nerinl a escama bl anca ¢
hi edr a dtak, AA9%) ¢ Pseudococcus longispinus fi e | chanchito bl an

cola Il argao.

Orthezia olivicolaic onc huel a noconocido adien el Motte de Chile,

constituye una plaga primaria y persistente en olivares y en menor grado en alfalfa

y algunas plantas silvestres (Vargas et al., 1999). El resto de las especies

presentes en el olivo, dificilmente alcanzan poblaciones que amenacen la calidad

y la cantidad de la produccion (Quiroz & Larrain, 2003). Sin embargo existen

plagas de mayor relevancia en el norte grande del pais de Chile, como es el caso

de Palpita persimilis il a pol i | | a vimldbannacias | caellameht e repor
Chanfaral, en la regién de Atacama, y en el exterior hay plagas relevantes que

limitan la produccion y calidad de las aceitunas, es el caso de Bactrocera oleae

il a moscaPrdyoleaedll avopo] il | a caeaeldetdps Lietloigs, una es
oleae, y escamas como Parlatoria oleae, Siphoninus phillyreae iLa mosqui t a
bl anca del fresnodo es una de | as plagas que
en Chile (Sepulveda, 2010).

A nivel nacional, Beingolea en 1993, al realizar su estudio sobre el control
integrado de plagas del olivo en el Peru, determina que una de las plagas de gran
importancia en Caraveli es Orthezia olivicola que ataca succionando la sabia de

las hojas, disminuyendo la produccion y dafiando a las aceitunas, asi también
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Palpita persimiisi mar gar oni ad6 suele ser un probl ema

plantaciones joévenes ya que dafian comiendo y raspando los brotes en areas de
irrigacion, donde los arboles son pequefios (Canales, 1999).

A nivel local Cyclophora cerrulata es una plaga a la que no se le da mucha
importancia, por su baja incidencia, se caracteriza por atacar a las flores del olivo
y desaparece cuando concluye la floracion (Quispe, 1998). Entre las queresas se
encuentran Saissetia oleae y Saissetia coffeae ambas afectan a las ramas y hojas
del olivo produciendo mielecilla, atrayendo asi a las hormigas. Normalmente su
poblacién aumenta durante la primavera en los meses de Octubre-Noviembre en
el valle de Yauca (Valdivieso, 1999), Pseudcoccus adonidum es una de las otras
plagas que se reconoce por la abundante mielecilla en las hojas y en los frutos
durante el verano, la presencia de la plaga, es lo que lo diferencia de la Orthezia.
Olivicola, esta plaga es particularmente importante en la campifia de Yauca,
sectores como La Playa y San Francisco. En el invierno pueden encontrarse a los

insectos en el suelo y debajo de terrones (DESCO, 2004).

Bactrocera oleae, provoca la caida prematura del fruto. Prays oleae Bern.,
constituye la segunda plaga en importancia en cuanto a los dafios econémicos
gue se produce en el olivo después de la mosca. Entre las plagas ocasionales
gue causan dafos insignificantes se encuentra Phloeotribus scarabaeoides, solo
ataca a la madera de poda, Palpita unionalis el dafio directo es a las hojas durante
la noche. Euzophera pinguis las larvas interrumpen la circulacién de la savia tanto

en cuello del tronco como en ramas principales.

Entre otras plagas, a nivel de suelo, en el valle de Azapa-Chile se registré al
nematodo Tylenchulus semipenetrans, que ataca desintegrando a las raices del
olivo y sus efectos en el arbol se aprecia en cuanto al crecimiento y produccion.
Asi mismo fueron hallados otros nematodos como Diphtherophora sp.,
Mononchus sp. y Meloidogyne este Ultimo se encuentra en una menor proporcion
(Cajias, 2010). Asi también Meloydogine incognita variedad acrita, al que se le
conoce con el nombr e de Ainemat odo

produciendo heridas abiertas y facilitando el ingreso de enfermedades como la
escoba de bruja, producida por el hongo Verticilium dahliae que ocasiona la

muerte de ramas (Desco, 2004).
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Tabla 1. Control de Plagas y Enfermedades segun la etapa de crecimiento de la

planta. Caraveli 1 2008

Momento del Plaga o Enfermedad

cultivo a controlar

Plaga Orthezia

Pre-floracion (inicio
del campafia)

Enfermedad Fumagina

Enfermedad Escoba de
brujas

Recomendacion

Poda, quema de sus restos y

deshierbo.  Aplicacion de
methomyl (Methomex,
Supermill, Lannate) mas

buprofezin (Triunfo, Aplaud) y
aceite agricola.

Lavado de arboles a presion,
con detergente agricola o urea.

Desinfecciébn de herramientas
de poda con hipoclorito de calcio

al 33% (5 gramos por balde de
20 litros de agua).

Floraciony
Brotamiento

Plaga Geométrico Aplicacion de  Bacillus

thuringiensis (Dipel, Biocillus).

Crecimiento y
Desarrollo del fruto

Plaga Margaronia Liberacién de crisopas
(Chrisoperla externa), uso de
trampas de papel corrugado en
|l as r amas, cono
y aplicacion de Bacillus

thurigiensis (Dipel, Biocillus).

Envero o cambio de Uso de aceite agricola.

color y maduracién

Plaga Chanchito

Enfermedad Fumagina  Lavado de arboles a presion,

con detergente agricola o urea.

Fuente: DESCO. 2008. El Cultivo del Olivo en los valles de Caraveli. Programa Regional Sur

Unidad Operativa Territorial Caraveli. Arequipa-Pera).

1.2. Queresa Movil del Olivo Orthezia olivicola Beingolea

Los miembros de la familia Ortheziidae se conocen cominmente como ortézidos y
pertenecen al grupo de los arqueococoideos. Son altamente polifagas y son
consideradas plagas dondequiera que ocurren. La forma, numero y distribucién de las
placas de cera de los ortézidos (morfologia externa) han demostrado ser Utiles en la
identificacion a escala genérica, y en algunos casos para la identificacion de especies.
Las fotos digitales tanto de la region ventral como dorsal de los ortézidos se pueden

utilizar para la separaciéon rapida de algunos ortézidos.
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1.2.1. Clasificacion Taxondmica

Segun Morrison (1952), se encuentra ubicado en la siguiente posicién taxonémica:

Reino : Animal
Phyllum : Arthrépoda
Clase . Insecta
Orden : Hemiptera

Superfamilia : Coccoidea

Familia : Ortheziidae
Género : Orthezia Beingolea. 1965.
Especie : Orthezia olivicola

1.2.2. Ciclo Bioldgico

Las descripciones se basan en los reportes de Beingolea (1965) para Orthezia
olivicola n. sp. asociado a cultivos de olivo en Yauca, Atico, Chaparra, Acari y Tambo
de la regién Arequipa. El ciclo bioldgico de la Orthezia es de 90 dias. En verano
demora alrededor de 65 dias. En cambio, en invierno se alarga a méas de 100 dias.
Asi se estima que habria entre tres y cuatro generaciones traslapadas en el afio
(Estay, 2009).

A. Huevo

Es de forma oval alargada, mide aproximadamente 0.4 mm en su diametro
mayor, de color blanco perlados al inicio, después amarillento anaranjados y

roséceos, por ultimo cuando se forma la ninfa toma un color negruzco.

B. Ninfa

Presentan 3 estadios ninfales. La ninfa | emerge del huevo completamente
desnuda, midiendo entre 0.4 a 0.5 mm, con forma de gota de agua, de color
amarillo verdoso muy brillante en el cuerpo, con patas y antenas traslucidas,
después presenta 5 pares de procesos dorsales y 7 marginales, antenas 6
segmentos. Las ninfas Il y Il son de color verde amarillento; las patas y antenas

infuscadas en la extremidad (segmento terminal y extremo del tarso); segmentos
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antenales | y Il también infuscados. Las hembras tienen 3 estadios y los machos
lo méas probable es que tengan hasta 4 estadios. En el caso del estado de ninfa
puede tener una duracion de 43-75 dias aproximadamente.

C. Adulto

1 Hembras: La hembra adulta mide aproximadamente 12 mm. Son de forma
oval poco alargada, estan desprovistas de alas (4pteros) y tienen el cuerpo
cubierto por placas cerosas de color blanco, que miden aproximadamente 2.5
mm. En la parte posterior del cuerpo se desarrolla una cola alargada
denominada ovisaco cubierta con placas de cera, puede alcanzar hasta 10
mm de longitud y tiene la funcion de proteger e incubar los huevos, lo que

garantiza la eclosién de aproximadamente 116 ninfas (Figura 2).

1 Machos: Son azulados y con filamentos cerosos en el extremo del cuerpo,
carecen de aparato bucal picador, poseen 0jos compuestos, antenas simples
COn hueve segmentos y una cerca apical espinosa. Presentan un solo par de
alas semitransparentes y asi asegurar la copula, se los pueden ver facilmente
al amanecer o al atardecer, volando en grandes cantidades alrededor de las

plantas infestadas o incluso, copulando a las hembras.

La longevidad de los adultos de Orthezia olivicola es de 60 dias; las hembras

pueden vivir aproximadamente de 60-110 dias.

Figura 2. Estado adulto de la hembra Orthezia olivicola. A. Vista ventral B. Vista dorsal C.
Ninfas D. macho adulto. Laboratorio de Entomologia y Proteccion Vegetal. Universidad
Nacional de San Agustin.

Fuente propia
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1.2.3. Habitos y Dafios

Las ninfas y las hembras adultas de Orthezia caminan por todo el hospedero en busca
de un sitio de alimentacion adecuado. Luego de la eclosion, las ninfas abandonan el
ovisaco y se establecen muy cerca de la madre, introducen su aparato bucal en el
tejido y chupan la savia para su alimentacion. Los dos primeros estadios del macho
son similares a los de la hembra, sin embargo, después de terminar el segundo estadio
ninfal, los machos dejan de alimentarse y se desplazan al tronco del hospedero, donde
permanecen agrupados hasta que se transforman en adultos, los cuales pueden

copular mas de una vez (Vargas, 1998).

La especies de Orthezia se presentan normalmente en colonias; de preferencia en
lugares protegidos como las axilas de las hojas y bracteas, pedunculos florales, base
de los frutos, o entre dos frutos en contacto. Prefieren alimentarse en el envés de las
hojas, pero se pueden encontrar en ambas superficies. Orthezia es una plaga polifaga
ya que tiene una amplia gama de hospederos, pudiendo establecerse en una gran

diversidad de plantas.

Causa dafios directos e indirectos a las plantas, los directos consisten en la succion
de la savia e indirectamente debido a que las Orthezias secretan sustancias
azucaradas que hace que se desarrolle el hongo de la fumagina (Capnodium sp.), que
afecta la capacidad fotosintética de las plantas retrasando su desarrollo. Disminuye la
produccién y dafia a las aceitunas, manchandolas, reduciendo su calidad y valor
comercial. Las hormigas también estdn asociadas con este insecto ya que se
alimentan de la sustancia azucarada que excreta. Ellas protegen a la plaga de

cualquier enemigo natural (DESCO, 2004).

1.2.4. Control Biolbdgico

Segun Sarayasi en el 2012, revela que en la regién Arequipa existen dos zonas
principales de produccion de olivo tales como las provincias de Islay y Caraveli; entre
ambas cuentan con alrededor de 3.400 hectéreas de este cultivo. En ambas zonas la
presencia de plagas es muy similar; de las 20 plagas que atacan a los olivos, aqui
prevalecen cuatro; margaronia (Margaronia unionalis), mosca blanca (Siphoninus
phillyreae), Orthezia olivicola y Cyclophora serrulata. Para el control de la Orthezia

olivicola se recomienda aplicar hongos entomopatdégenos a razén de cuatro kilogramos
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por cilindro y cinco cilindros por hectarea. También se recomienda complementar la

técnica con la liberacién de 20,000 huevos de crisopa.

Por otro lado Bobadilla en 1997, en su investigacion sobre enemigos naturales de las

conchuelas moviles encontré6 un hongo Phycomycete que fue aislado de ejemplares

de | a c o nc h uGstheaiad m-dwill off ®gano. Despu®s de
entomopatégeno en medio artificial (PDA), se pudo comprobar que, en condiciones de

laboratorio, también tiene actividad infectiva sobre O. olivicola.

Tabla 2. Enemigos naturales de Orthezia sp. detectados en el Norte de Chile

Agente Entomdfago Hospedante Observaciones
1. Gitona sp. (Diptera: Orthezia olivicola Este drosofilido parasita tanto a
Drosophilidae) Beingolea O. olivicola en Azapa como a
Orthezia sp. Orthezia sp. en Baccharis, valle
de LLuta.

2. Melaleucopis sp. Conchuela moévil del Se ha colectado solo en la
(Diptera: orégano, Orthezia sp. provincia de Parinacota
Chamaemyiidae)

3. Hyperaspis annexa Conchuela moévil del Se ha detectado solo en la
Le Conte (Coledptera: orégano, Orthezia sp. provincia de Parinacota

Coccinellidae)

4. Scymnus sp. 1 Orthezia olivicola Detectado en LLutay Azapa
(Coledptera: Beingolea

Coccinellidae) Orthezia sp.

5. Scymnus sp. 2 Orthezia olivicola Detectado en LLuta y Azapa
(Coleoptera: Orthezia sp.

Coccinellidae)

6. Chrysopa sp. Orthezia olivicola Detectado en LLuta y Azapa
(Neurédptera: Beingolea

Chrysopidae) Orthezia sp.

7. Hongo Orthezia sp. Detectado en la conchuela mévil
entomopatégeno no del orégano, Provincia de
identificado Parinacota.

(Phycomycete)

Fuente: Bobadilla, D., Vargas, H., Jiménez, M., Gallo, P., Sepulveda, G. y Mendoza, R. 1997.
Enemigos naturales de las conchuelas moviles, Orthezia spp. (Homoptera: Ortheziidae),

detectados en el Norte de Chile.
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1.3. Hongos Entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos constituyen el grupo de mayor importancia en el control
biolégico de insectos plagas. Practicamente, todos los insectos son susceptibles a
algunas de las enfermedades causadas por estos hongos. Se conocen
aproximadamente mas de 750 especies de casi 100 géneros de hongos
entomopatdgenos que al dispersarse en el ambiente provocan infecciones fangicas en
las poblaciones de insectos (Pucheta Diaz et al., 2006). Entre los mas importantes
estan: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia,
Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecelomyces y

Verticillium.

1.3.1. Mecanismo de accién de los Hongos Entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos al igual que la mayoria de los hongos de plantas y
vertebrados, infectan al hospedante a través de la cuticula externa, a diferencia de
otros agentes entomopatdgenos (bacterias y virus) no necesitan ser ingeridos por el

insecto para controlarlos.

El contacto entre el indculo del entomopatdgeno y el insecto es fundamental para el
inicio del proceso infeccioso; el contacto ocurre al azar, un clima favorable, suficiente
cantidad de in6culo del entomopatégeno en el ambiente, asi como la existencia de
suficientes insectos hospedantes, son factores que favorecen el efecto de los hongos

entomopatégenos (Monzon, s.f.).

El mecanismo de micosis puede desarrollarse en las siguientes 10 etapas:

a) Adhesion de la espora a la cuticula del insecto

La adhesion es un paso importante en el proceso patogénico y ha sido
correlacionada con la especificidad hospedante-patégeno (Lecuona, 1996). Las
caracteristicas fisicas y quimicas de las superficies de la cuticula del insecto y la

espora son las responsables de esta union.

El proceso de adhesion ocurre en tres etapas sucesivas; adsorcion de la espora
a la superficie mediante el reconocimiento de receptores especificos de
naturaleza glicoproteica en el insecto, uniendo asi el propagulo fangico a la

cuticula del hospedante. Dicha union implica mecanismos no especificos de
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b)

adhesion controlados por las propiedades hidrofébicas de la pared celular de la

conidia (Boucias et al., 1988).

En algunos taxones de Hifomicetos como Beauveria, Metarhizium vy
Paecilomyces las propiedades hidrofébicas de las conidias se deben a la
presencia en la pared celular de proteinas ricas en cisteina llamadas
hidrofobinas. Al contrario, Verticillium lecanii posee conidias hidrofilicas (Inglis et
al., 2001). Luego tenemos la adhesion o consolidacion de la interfase entre la
espora pregerminada y la epicuticula y finalmente, la germinacién y desarrollo
hasta la formacion del apresorio para comenzar la fase de penetracion (Tanada
& Kaya, 1993; Pedrini et al., 2007).

La adhesion de la espora a la cuticula del insecto, esta mediado por la presencia
de moléculas sintetizadas por el hongo denominadas adhesinas. En el
entomopatdgeno Metharizium anisopliae se ha descrito un tipo de adhesina
denominada MAPL la cual se localiza en la superficie de los conidios; asi mismo
Wang & Leger (2007), indica que la disrupcion del gen que codifica para MAP1
afecta la germinacién y la formacién de blastosporas, asi mismo reduce
considerablemente la virulencia del hongo. Por otro lado se ha demostrado que
los iones divalentes como el Ca?" y el Mg?* reducen las fuerzas de repulsion
electrostaticas promoviendo la adhesion de las esporas (Téllez-Jurado et al.,
2009, Pucheta Diaz et al., 2006).

Germinacién de la espora

La germinacion ocurre cuando la conidia encuentra condiciones favorables de
humedad, temperatura y requerimientos nutricionales en la cuticula pudiendo
producir estructuras de penetracién como tubos germinativos y apresorio, El
tubo germinativo puede ser largo o corto y en algunos casos no llega a formarse
(Cafiedo & Ames, 2004), como en algunos taxones como Beauveria y
Nomuraea, o cuando el tubo germinativo penetra por aberturas naturales. En el
caso de Beauveria bassiana, para la germinacion de las conidias, el hongo
necesita de una fuente exdgena de carbono como la quitina y a menor nivel,
ciertos acidos grasos (Ferrén, 1985). Por otro lado, los lipidos epicuticulares de
los insectos pueden ser importantes para la unién del hongo con la cuticula del
hospedante. Segun Lecuona et al. (1997), se indican dos posibles papeles para

los lipidos epicuticulares de los insectos en su relacion con los hongos
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entomopatdgenos, el primero seria hacer poco accesibles las fuentes de energia
para la germinacién de las conidias y el segundo podria ser una actividad
especifica antifingica que podria inhibir el crecimiento de las hifas.

La germinacion de la espora se inicia con el hinchamiento 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 (Hegedus & Khachatourians, 1995;
Khachatourians, 1996). La hidratacion de la espora es favorecida por la accién
antidesecante de su cubierta mucilaginosa, que ademas funciona como
protector ante la presencia de polifenoles tdéxicos y enzimas, secretadas por
sistema inmune del insecto. Este proceso depende en gran parte de la humedad
ambiental y temperatura, y en menor grado de las condiciones de luz y
nutricionales (Tanada & Kaya, 1993). Metarhizium anisopliae presenta un alto
contenido de aminopeptidasas e hidrofobina, las cuales favorecen la accion de
enzimas extracelulares sobre la cuticula del insecto. Sin embargo, se han
encontrado esterasas y proteasas en conidias no germinadas, lo que sugiere
una modificacién de la superficie cuticular previa a la germinacién, ya que
durante la hidratacion la espora no solo absorbe agua, sino también nutrientes
(Jones, 1994; Kershaw & Talbot, 1998).

Después del hinchamiento de la espora tiene lugar la formacion del tubo
germinativo mediante el proceso de polarizacion tipico del crecimiento apical de
los hongos, que estimula la sintesis de la pared celular. Los iones H* y Ca?*
entran en la punta de la hifa a través de un mecanismo de transporte pasivo y
son expulsados por mecanismos dependientes de energia. Este flujo
transcelular permanece constante y mantiene el desarrollo del tubo germinativo
y la formacién del apresorio, una estructura especializada formada en el tubo
germinativo (Riquelme et al., 1998 Citado por Pucheta Diaz et al., 2006; Harold,
1999; Wessels, 1999). El tubo germinativo rastrea y reconoce la superficie del
insecto para la localizacion de sitios receptores, habilitando a la hifa para la
penetracion de la cuticula (Wessels, 1999). El apresorio sirve para el anclaje de

la espora y ejerce una presion hacia el interior del insecto.

La velocidad de proceso germinativo depende del aislado, de condiciones
ambientales, y del registro térmico del conidio. Alves et al. (1998) relata que la

velocidad de germinacion de los conidios es mayor para los aislados mas
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virulentos de B. bassiana, I. fumosorosea (P. fumosoroseus) y L. lecanii, sin
embargo no debe ser regla general para los hongos, ya que, para N. rileyi, el
aislado mas virulento fue el que germiné mas lentamente. Por tanto, el resultado
de la germinacion y la penetracion no depende necesariamente del porcentaje
total de germinacion sino del tiempo de duracion de la germinacion, modo de
germinacion, agresividad del hongo, el tipo de espora y la susceptibilidad del
hospedero (Samson et al., 1988).

c) Penetracion del integumento

La penetracion de la cuticula del insecto por conidias germinadas, ocurre como
resultado de una combinacion entre la degradacion enzimatica de la cuticula y
la presion mecéanica por el tubo germinal (Gillespie, 1988). El modo de
penetracion principalmente depende de las propiedades de la cuticula, grosor,
esclerotizacién y la presencia de sustancias antifingicas y nutricionales
(Charnley, 1984).

En la penetracién participa un mecanismo fisico y uno quimico, el primero
consiste en la presion ejercida por la estructurade penetraci -n dAhif
rompe las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. EI mecanismo
guimico consiste en la accién enzimatica, principalmente proteasas, lipasas y
guitinasas, las cuales causan degradacion del tejido en la zona de penetracion,
lo que facilita la penetracion fisica (Monzén, 2001). Las enzimas descubiertas
en el tubo germinativo son proteasas, aminopeptidasas, lipasas, esterasas, y N-
acetil-glucosamidasa (quitinasas). Estudios in vitro indican que en la digestion
del integumento sigue una secuencia de lipasa-proteasa-quitinasa (Tanada &
Kaya 1993). Se ha observado que la accién enzimatica puede ser coadyuvada
por la secrecion de &acidos organicos, como el acido oxdlico (Bidochka &
Khachatourians, 1991).

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 nutrientes pero otros pueden
inhibir su crecimiento, ya que el insecto activa su sistema inmune a través de
procesos como la melanizacion, fagocitosis, nodulacién y encapsulamiento (St.
Leger & Roberts, 1997). Sin embargo, los hongos desarrollan una serie de

actividades que les permiten evitar este tipo de defensas, tales como cambios
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en la pared celular y produccion de sustancias inmunomodulatorias o toxinas
fungicas (Khachatourians, 1991 Citado por Pucheta Diaz et al., 2006).

La produccion de proteasa, lipasa y quitinasa sobre la cuticula del insecto, se ha
demostrado con M. anisopliae mediante coloracion de enzimas especificas,
recuperadas de moscas previamente inoculadas con conidias del hongo. En
varios aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae la enzima principal es una
endoproteasa que disuelve la proteina matriz que cubre la quitina cuticular. Por
lo tanto, la produccién de quitinasa ocurre después del proceso de infeccion y
una vez que el hongo atraviesa la cuticula debe vencer el sistema inmunolégico

del hospedero antes de entrar a la hemolinfa y desarrollarse dentro del insecto.

La proteasa Prl es considerada un importante factor de virulencia en
Metharizium anisopliae, la sobreexpresién de esta enzima en el mismo hongo
reduce en un 25% el tiempo de muerte en Manduca sexta, en comparacion con
aqguellos que fueron infectados con el genotipo silvestre (St. Leger et al., 1996).
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%
(Fan et al., 2007). De esta manera, se demuestra la importancia de la secrecion
de estas enzimas hidroliticas en la virulencia de los hongos entomopatdgenos,
lo cual pudiera ser una herramienta para la seleccion de mejores cepas para la

formulacion de insecticidas biolégicos (Téllez-Jurado et al., 2009).

Las zonas de penetracion son las membranas intersegmentales del abdomen,
gue han sido la entrada mas comun para los hongos en general, ano, sifon
respiratorio, espiraculos, tarsos y cavidad bucal (Pucheta Diaz et al., 2006;
Alves, 1998). Este Ultimo es considerado otro mecanismo de penetracion puesto
gue la humedad no es un problema en el tracto alimenticio, la espora puede
germinar rapidamente en este ambiente; aunque los fluidos digestivos pudieran
destruirla o degradar la hifa germinativa. En algunos casos, la digestion de
estructuras fangicas puede causar la muerte por toxicidad mas que por la

micosis (Charnley, 1992 Citado por Téllez-Jurado et al., 2009).

d) Multiplicacion del hongo en el hemocele

Este proceso se realiza mediante los cuerpos hifales, llamadas blastosporas,
que son estructuras uni o multicelulares que pierden la pared celular pero tienen

una delgada capa fibrilar en la membrana plasmatica. El insecto, a su vez, puede
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responder a la infeccién a través de mecanismos humorales (fenoloxidasas,
lecitinas, proteinas y péptidos de defensa), celulares (fagocitosis,
encapsulacion) o ambos. Sin embargo, los cuerpos hifales de algunas especies
como Nomuraea rileyi aparentemente no son fagocitados por los hemocitos de
los insectos, quizé debido a la falta de residuos especificos en su superficie que
los hace irreconocibles por las lecitinas humorales (Boucias & Pendland, 1998).

El crecimiento vegetativo en el hemocele del insecto permite al hongo
entomopatdgeno incrementar la superficie fingica en contacto con los nutrientes
del medio y la dispersion por el sistema circulatorio del insecto. La duracion del
periodo de incubacion varia entre las especies, sin embargo, el desarrollo de la
enfermedad durante la etapa vegetativa es tipicamente dependiente de la

temperatura (Carruthers & Soper, 1987).

Después de llegar al hemocele, la mayoria de los hongos realizan transicion
dimérfica de micelio a levadura o sea crecimiento por gemacion, y una vez que
han evadido el sistema inmune del insecto, se produce una septicemia (Bustillo,
2001). Una vez dentro 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 (Téllez-Jurado et al., 2009).

Los hongos pueden evitar la defensa inmune de un insecto por el desarrollo de
protoplastos que no son reconocidos por la poblacion de hemocitos del insecto
(Tanada & Kaya 1993); formando cuerpos hifales multiplicandose y
dispersandose rapidamente (Samson et al., 1988) que se ramifican en la
procuticula conformada principalmente de fibrillas lameladas de quitina
embebidas en una matriz proteinica que actia como cubierta fisica protectora
ante las secreciones extracelulares del patdégeno encontrandose con la capa
epidérmica y con su respectiva membrana basal para diseminarse a través del
hemocele (Deshpande, 1999) y por ultimo produciendo micotoxinas (Tanada &
Kaya 1993).

Asi, invaden diversas estructuras como tejidos musculares, cuerpos grasos,

tubos de Malpighi, mitocondrias, hemocitos, reticulo endopladsmico y membrana

nuclear (Pucheta Diaz et al., 2006).
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e) Produccién de toxinas

Es una caracteristica de la gran mayoria de las especies de hongos
entomopatégenos. Estas sustancias pueden, en muchos casos, originar la
muerte del insecto debido a sus propiedades biosidas; ademéas actian como
inhibidores de las reacciones de defensa del hospedante por alteraciones en los
hemocitos y retraso en la agregacion de las células de la hemolinfa (Vey & Gotz,
1986). Las toxinas que producen los hongos entomopatégenos pueden ser
macromoléculas proteicas o0 moléculas de tamafio medio a pequefio con bajo

peso molecular (Roberts, 1981; Vey et al., 2001).

Roberts y colaboradores en 1981, establecieron que algunos hongos pueden
matar a sus hospederos mediante accion toxica, mas que por la invasion del
mismo (accién mecdanica). Los hongos sintetizan toxinas dentro del hemocele
del insecto y también cuando se multiplican en medios liquidos. Segun (Pais et
al., 1981), hasta el momento se conocen tres métodos para probar las toxinas
fungicas sobre los insectos, por ingestion, por contacto a través de la cuticula y
por inyeccion directa al hemocele. Actualmente son varios los metabolitos que
se han identificado a partir de filtrados de cultivos de los hongos B. bassiana, M.
anisopliae, N. rileyi, Aspergillus sp, L. lecanii, Paecilomyces, Coryceps y
Entomphthora (Hamill y colaboradores, 1969). El efecto de las toxinas en la
hemolinfa de los insectos es la reduccién del movimiento de los componentes de
la hemolinfa, lo que impide la rapida formacion de los granulocitos permitiendo
la multiplicacién del hongo dentro de este; asi mismo causando la muerte del
insecto debido a la degeneracion de los tejidos, producto de la pérdida de la
integridad estructural de las membranas seguido de la deshidratacién de las

células por pérdida de fluido (Ferron, 1981).

En este contexto, la habilidad de un hongo entomopatégeno para superar los
mecanismos de defensa de sus hospederos se debe en gran parte a la
produccion de toxinas, lo cual constituye uno de los componentes principales de
patogenicidad y uno de los mas dificiles de establecer; dentro de estos
metabolitos se destacan toxinas como Destruxinas, Citocalasina, Beauvericina y
Metaricina, algunas de las cuales son especificas para algunos géneros de HEP
(St Leger, 2007). Algunos biotipos producen suficientes toxinas para causar la
muerte del insecto antes de que los 6rganos estén invadidos (Hajek & St. Leger,
1994; Cafiedo & Ames, 2004).
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Entre las toxinas producidas por hongos entomopatégenos destacan las
destruxinas producidas por M. anisopliae como las mas estudiadas, de las que
la dimetildextruxina y la protodextruxina estan relacionadas con la virulencia
(Kershaw & Talbot, 1998; Monzon, 2001). Las destruxinas son los compuestos
mejor caracterizados, ya que su modo de accién también inhibe la sintesis de
ADN, ARN y de proteinas en las células de los insectos (Quiot et al., 1985 Citado
por Pucheta-Diaz et al., 2006). Ademas, las destruxinas son capaces de inhibir
la secrecion de fluidos por el tubo de Malpighi en Schistocerca gregaria (James
et al., 1993). Las destruxinas A, B y E producidas por M. anisopliae, tienen
propiedades insecticidas contra larvas de Plutella xylostella, asi como en larvas
y adultos de Phaedon cochleariae, con un nivel de mortalidad alto en las
poblaciones de insectos; ademas, causaron deformaciones en los élitros y alas

anteriores del insecto (Amiri et al., 1999).

El estudio de estas toxinas (dextruxinas, demetildestruxina y protodextruxina) es

de suma importancia ya que se pueden sintetizar productos quimicos de baja
toxicidad y de elevada accion insecticida, acaricida y nematicida. (Carrillo &
Blanco, 2009; Wang et al., 2005). Existe un considerable nimero de metabolitos
secundarios de bajo peso molecular que han sido aislados de patégenos de
insectos (Tabla 3), muchos de los cuales han demostrado poseer actividad
insecticida marginal (Gillespie & Claydon, 1989 Citado por Téllez-Jurado et al.,
2009).

Tabla 3. Principales metabolitos secundarios de bajo peso molecular producidos
por hongos entomopatdégenos

Clasificacion Hongos que las producen

No peptidicas

Oospereina Beauveria tenella, B. bassiana
Tenellina B. tenella

Bassianina B. bassiana

Acido oxalico Beauveria, Verticillium, Metarhizium
Acido fusérico Fusarium

Acido dipicolinico Beauveria, Paecilomyces, Verticillium
Paecilomicinas Paecilomyces tenuipes
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Peptidicas lineales
Leucinostinas Paecilomyces
Efrapeptinas Tolypocladium

Peptidicas ciclicas

Beauvericina B. bassiana, Paecilomyces
Beauverolidos B. bassiana, Paecilomyces
Destruxinas Metarhizium

Eniatinas Fusarium

Ciclosporinas Metarhizium

Fuente: TELLEZ JURADO, A.: CRUZ, M. G.; MERCADO, Y.: ASAFF, A. y ARANA
CUENCA, A. (2009) Mecanismos de accion y respuesta en la relacion de hongos
entomopatdégenos e insectos. Revista Mexicana de Micologidifibdola de Khachatourians,
1996.

Por ejemplo, se ha reportado la produccién de acido oxalico por Beauveria spp.,
Lecanicillium lecanii (Verticilium lecanii), Isaria fumosorosea (Paecilomyces
fumosoroseus) y Metarhizium anisopliae (Hegedus & Khachatourians, 1995;
Asaff et al., 2006). Este compuesto ha sido descrito como un factor de virulencia
en hongos fitopatdgenos y se ha sugerido que en el caso de los hongos
entomopatégenos puede ser un elemento que coadyuve a la solubilizacion de la
proteina cuticular (Bidochka & Khachatourians, 1991; Pucheta-Diaz et al., 2006;
Carrillo & Blanco, 2009). Otro compuesto importante es el acido 2,6-
piridindicarboxilico (acido dipicolinico) producido por algunos hongos
entomopatégenos entre los que destaca Paecilomyces spp. y M. anisopliae
(Asaff et al., 2006), que posee propiedades insecticidas contra larvas de
Calliphora eryhrocephala (Pucheta-Diaz et al., 2006). También se han reportado
toxinas peptidicas ciclicas y lineales. A las ciclicas pertenece una familia de
péptidos conocidos como depsipéptidos. El primer compuesto de esta naturaleza
en ser caracterizado fue la beauvericina, extraida del micelio de Beauveria
bassiana, y posteriormente se han aislado de diferentes especies de Fusariumy
Paecilomyces (Logrieco et al., 1998). Otros depsipéptidos son las eniatinas
aisladas de Fusarium que son toxicas contra larvas de Choristoneura fumiferana
(Pucheta-Diaz et al., 2006; Carrillo & Blanco, 2009). La accion insecticida de
estos depsipéptidos es especifica para ciertos grupos de insectos y su toxicidad
se debe a la accidn sinérgica de un complejo de compuestos, entre los que se

incluye la beauvericina.
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f)

g)

Aunque menos estudiadas, también se ha observado que diferentes
macromoléculas de naturaleza proteica tienen un efecto insecticida notable
como las proteinas melanizantes de B.bassiana (Fuguet & Vey, 2004; Fuguet et
al., 2004), una glicoproteina de B. sulfurescens (Mollier et al., 1994) y la
hirsutellina A, aislada de Hirsutella thompsonii (Wei-Zhen et al., 1995).

La beauvericina es sintetizada de manera similar a las eniatinas y en su
biosintesis interviene una enzima multifuncional conocida como eniatina
sintetasa cuya expresion es constitutiva. Otro metabolito aislado de B. bassiana
y L. lecanii (V. lecanii), conocido como basiandlido, mostré una fuerte accion
insecticida tanto por ingestiébn como por inyeccion contra larvas de gusanos de

seda Bombix mori (Pucheta-Diaz et al., 2006).

Muerte del insecto

La micosis induce a sintomas fisiologicos anormales en el insecto tales como
convulsiones, carencia de coordinacién, comportamientos alterados y paralisis,
sobreviniendo la muerte por una combinacion de efectos que comprenden el
dafo fisico de tejidos, toxicosis, deshidratacion de las células por pérdida de
fluido y consumo de nutrientes (Bustillo, 2001), particularmente las fuentes de
nitrégeno se van agotando, asi las fases levaduriformes retoman su crecimiento
micelial, tal como fue observado en Entomophtora thripidum (Freimoser et al.,
2003).

La muerte del hospedante marca el final de la fase parasitica para continuar
creciendo saprofiticamente por todos los tejidos y compitiendo, en ciertos

insectos, con la flora bacteriana intestinal (Lecuona, 1996).

Colonizacioén

Luego de la muerte, el micelio invade todos los 6rganos y tejidos, comenzando
en ciertos casos por el tejido graso (Lecuona, 1996). No ocurre la desintegracion

de los tejidos por microorganismos saprofitos que viven dentro o sobre el insecto,

el cadS8ver y a colonizado S eesistenter @ ilae r t e

descomposicidon bacteriana, debido a que el patégeno secreta sustancias
antibiéticas, como la oosporina, producido por Beauveria bassiana y B.
brongniartii (Inglis et al., 2001), responsable de la coloracion rosa de los

cadaveres (Alves, 1998).
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h) Emergencia

)

El hongo se encuentra formando una masa miceliar en el interior del hospedante,
manteniendo intacto su integumento (Lecuona, 1996), y si las condiciones de
humedad relativa son altas los hongos emergen al exterior a través de la cuticula
y esporulan sobre el cadaver produciendo inéculo para infectar a otros insectos.
Generalmente la emergencia ocurre por las regiones menos esclerosadas del
tegumento, como las membranas intersegmentales o los espiraculos, pero esto
dependerd también del hospedante y de su estado de desarrollo. Y si las
condiciones no son favorables, queda dentro del cadaver del insecto, donde
puede sobrevivir por algunos meses y eventualmente producira esporas cuando
lleguen las condiciones favorables (Tanada & Kaya, 1993; Alean, 2003;
Chanquin, 2009).

Esporulacion

Una vez que las hifas atraviesan el tegumento, pueden quedar en esta etapa
vegetativa o pasar a la fase reproductiva dentro de las 24 a 48 horas
dependiendo de la humedad relativa, dando lugar a la formacion de conidios o
esporas asexuales (Lecuona, 1996). La esporulacién ocurre generalmente en

cadaveres pero puede también ocurrir en insectos vivos (Tanada & Kaya, 1993).
Diseminacién

La dispersion de la espora puede ser un proceso activo o pasivo, depende de las
caracteristicas de la espora y el esporangio como también depende de la accion

del viento, agua, hombre u otros organismos. Cada conidia puede adherirse o

pasar de un invertebrado a otro por dispersion (Tanada & Kaya, 1993).
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1.3.2. Clasificacién Taxonémica de los Hongos Entomopatégenos

De acuerdo a la clasificacién realizada por Ainsworth (1973), los hongos se
encuentran divididos en dos grandes grupos 1) Myxomycota, mohos
mucilaginosos sin pared celular, y 2) Eumycota, hongos verdaderos con pared
celular. En los Myxomycota se agrupan los filos Acrasiomycota,
Hidromyxomycota, Myxomycota, Plasmodiophoromycota. Mientras que en los
Eumycota se encuentran los filos Mastigomycota (ahora Chytridiomycota)
forman zoosporas, oosporas y presentan estado perfecto, Zygomycota los
cuales no presentan zoosporas, presentan estado perfecto y forman
zygosporas, Ascomycota presentan estado perfecto y forman ascosporas y
Basidiomycota (tabla 4) presentan estado perfecto formando basiodiosporas.
Existen, ademds, dos grupos convencionales pero que no son reconocidos
como grupos taxonémicos formales, entre ellos tenemos a los liquenes y a los
Deuteromycota llamados hongos imperfectos ya que no presentan zoosporas
ni forman conidias, incluyendo asi a todos los hongos que no tienen fase

sexuada conocida o que han perdido la habilidad de reproducirse sexualmente.

Las clases de mayor importancia desde el punto de vista del control de plagas
agricolas son Zygomycota e Hyphomycota (Tanada & Kaya, 1993). Los hongos
entomopatégenos se encuentran en la division Eumycota y en las divisiones
Chytridiomycota, Oomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota y

Deuteromycota (Samson et al., 1988).

Tabla 4. Clasificacion de los principales géneros de hongos entomopatdégenos.

DIVISION CLASE ORDEN GENERO
OOMYCOTA OOMYCETES LAGENIDIALES Lagenidium
(=Phycomycetes) Lagenidiaceae
SAPROLEGNIALES Leptolegnia,
Couchia
CHYTRIDIOMYCOT CHYTRIDIOMYCETES BLASTOCLADIALES Coelomomyces
A (=Phycomycetes) Coelomomycetaceae
CHYTRIDIALES Coelomycidium,
Myiophagus
ZYGOMYCOTA ZYGOMYCETES ENTOMOPHTHORAL Entomophthora,
(=Phycomycetes) ES Entomophaga,

Conidiobolus,
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Erynia,Neozygites
Massospora
MUCORALES Sporodiniella
ASCOMYCOTA HEMIASCOMYCETES ENDOMYCETALES Blastodendrion,
(=Ascomycetes) Metschnikowia,
Mycoderma,
Saccharomyces
PLECTOMYCETES ASCOSPHAERALES Ascosphaera
(=Ascomycetes)

PYRENOMYCETES HYPOCREALES Cordyceps,
(=Ascomycetes) Torrubiella,
Hypocrella
Nectria,
Calonectria
LABOULBENIOMYCETE LABOULBENIALES Hesperomyces,
S Trenomyces
(=Ascomycetes)
LOCULOASCOMYCETE MYRIANGIALES Myriangium
_ > PLEOSPORALES Podonectria
(=Ascomycetes)
BASIDIOMYCOTA TELEOMYCETES SEPTOBASIDIALES Uredinella,
(=Basidiomycetes) Septobacidium,
DEUTEROMYCOTA COELOMYCETES Aschersonia
HYPHOMYCETES Akanthomyces
Aspergillus
Beauveria

Culicinomyces
Fusarium Gibellula
Hirsutella
Hymenostilbe
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces
Paraisaria
Pleurodesmospora
Polycephalomuces
Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix Stilbella
Tetranacrium
Tilachlidium
Tolypocladium
(Verticillium)

Fuente: Adaptado de Alves (1986), Samebal.(1988) y Tanada & Kaya (1993)
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1.3.3. Caracteristicas de la Division Deuteromycota

Son también llamados Hongos Imperfectos porque aparentemente no se
conoce su fase sexual (meiética, ascdégena o teleomorfa) y se reproducen por
conidios (esporas asexuales). La mayoria son similares a los estados
conidiales de los Ascomycetes (Lecuona, 1996). Los Deuteromycota
entomopatégenos son encontrados en dos clases, Hyphomycetes vy
Coleomycetes. Todas las especies presentan micelio septado y ramificado
(Samson et al., 1988).

Algunas especies son ampliamente distribuidas y ofrecen las mayores
posibilidades para ser empleadas en el Control Microbiano como insecticidas
biolégicos (Lecuona, 1996), debido a su capacidad de infectar todas las etapas
de la vida de los insectos, encontrandose en habitats acuaticos, terrestres y
subterraneos e invaden al insecto por via cutanea, siendo por esta causa los
Unicos patégenos capaces de infectar a insectos con aparato bucal picador,
chupador, suctor, asi como en Thisanépteros y Hemipteros (Roberts & Humber,
1981).

1.3.4. Principales Hongos Entomopatégenos

Hasta el momento se han descrito mas de 750 especies de hongos
entomopatdgenos y el aislamiento de nuevas cepas continta (Téllez-Jurado et
al., 2009) pero poco mas de 10 han sido empleadas en el control biol6gico de

insectos (Hajeck & St. Leger, 1994), como queda reflejado en la Tabla 5.

Dentro de los Deuteromycota, y en concreto los Hifomicetos se encuentra el
mayor numero de hongos entomopatdgenos (Lecuona, 1996; Albuquerque-
Maranh&o & Albuquerque-Maranhdo, 2009), y en efecto los mas utilizados a
nivel mundial corresponden a Metarhizum anisopliae (33.9%), Beauveria
bassiana (33.9%), Isaria fumosorosea (antes Paecilomyces fumosoroseus)
(5.8%) y Beauveria brongniartii (4.1%) (Faria & Wraight, 2007), sin embargo al
conocerse su teleomorfo Cordyceps sp. pasan de la division Deuteromycota a

Ascomycota.
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Tabla 5. Hongos Entomopatégenos empleados en el Control Biolégico

GENERO ESPECIE
Metarhizium M. anisopliae !
M. flavoviridae
Beauveria B. bassiana?
B. brongniartii
B. Tenella
Aschersonia A. Aleyrodis
Entomophthora Entomophthora spp.
Zoophthora Zoophthora spp.
Erynia Erynia spp.
Eryniopsis Eryniopsis spp.
Akanthomyces Akanthomyces spp.
Fusarium Fusarium spp.
Hirsutella H. Thompsonii
Hymenostilbe Hymenostilbe spp.
Paecilomyces P. farinosus
P. fumosoroseus ! (Isaria fumosorosea) 3
P. tenuipes
P. lilacinus
Lecanicillium 2 L. lecanii

(Verticillium) L. longispoum
L. muscarium (Verticillium lecanii)
Rhizopus Rhizopus spp.
Cordyceps Cordyceps spp.
Culicinomyces Culicinomyces spp.
Lagenidium Lagenidium giganteum
Nomuraea N. rileyi
Gliocladium Gliocladium spp.
Pochonia P. chlamidiospora # (Verticillium

chlamidiosporium)

Fuente: Modificado de MOTTA-DELGADO, P. A. y MURCIA-ORDONEZ, B. Hongos
entomopatégenos como alternativa para el control biolégico de plagas. Rev. Ambi-

Agua (pag. 80). 2011.

1 Hongos de mayor utilizacién en el mundo seguin Tellez-Jurado et al. (2009).
2 Actual clasificacién taxondémica segin Cortez-Madrigal (2006), Elésegui (2006),

Eloseqgui y Eliozondo (2010).
3 Nueva denominaciéon de P. fumosoroseus segln Luangsa-Ard et al. (2005), Hoy et al.

(2010).
4 Segun Eldsegui (2006).
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1.3.4.1. Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

A. Ubicacion taxonémica
Segun Kirk et al. (2008), se encuentra ubicado en la siguiente posicién
taxonoémica:
Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Sub-clase: Sordariomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

B. Caracterizacion

Beauveria es un género anamorfico cosmopolita de patégenos de
artropodos (Rehner et al., 2011). Esta compuesto por varias especies:
B. bassiana, B. brongniartii 6 B. tenella, B. amorpha y B. velata, sin
embargo las més frecuentemente estudiadas son B. bassiana y B.

brongniartii (Alean Carrefio, 2003).

Este género se caracteriza por presentar un micelio blanco, conidiéforos
sencillos, irregularmente agrupados o en grupos verticiliados, algunas
veces hinchados en la base y adelgazandose hacia la porcién que
sostiene el conidio, el cual presenta forma de zig-zag después de que
varios conidios se producen; los conidios son hialinos, redondeados a
ovoides con un tamafo de 3-6 pum de largo y 2.5-3.5 pm de ancho;
unicelulares y naciendo de pequefios esterigmas (Domsch & Gams,
1980).

La colonia en PDA a los 14 dias es algodonosa a polvorienta, blanca y
a medida que va pasando el tiempo se vuelve amarillenta, cremosa. El
revés es de color rojizo al centro y amarillento alrededor (Cafiedo &
Ames, 2004). Dichas colonias crecen de 0.6-2.3 cm en 8 dias a 20°C y

la germinacion de los conidios requieren de una temperatura optima de
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25-30°C (minimo de 10°C y maximo de 30°C), el pH 6ptimo para su
crecimiento es de 5.7-5.9 y para la formacién de conidios de 7.9
(Domsch & Gams, 1980).

Figura 4. Morfologia de Beauveria bassiana. A. Morfologia

Macroscépica B. Morfologia Microscoépica
Fuente: A. (Echeverria, 2006). B. (Luque, 2011). Gonzales, M., Aguilar, C. y
Rodriguez, R. 2012. Control de insectos plaga en la agricultura utilizando hongos
entomopatdgenos: restos y Perspectivas. Revista cientifica de la Universidad

Auténoma de Coahuila.

B. bassiana fue uno de los primeros hongos entomopatdgenos en ser

descritos, desde 1835 se le conoce como el agente causal de la
Amuscardina blancao (Chanquin, 2009). E
los bi6logos franceses para describir un nimero de enfermedades

fungicas que transforman algunos insectos en momias blancas con un

aspecto similar al algodén. Este hongo se encontrado atacando a mas

de 200 especies de insectos de diferentes 6rdenes, incluyendo plagas

de gran importancia agricola.

La infeccion es mas frecuente en colebdpteros y lepiddpteros; asi
tenemos entre las plagas mas importantes controladas por este hongo
la broca del café (Hypotenemus hampei), la palomilla del repollo
(Plutella xylostella, Hellula undella) y el picudo del platano
(Cosmopolites sordidus) (Monzon, 2001), también se encuentra
infectando a mosca blanca (Bemisia tabaco), el picudo del algodon
(Anthonomus grandis), el picudo del chile (Anthonomus eugenii), el
escarabajo de la papa (Leptinotarsa decemlineata), Cydia pomonella en
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manzano, el barrenador europeo del maiz (Ostrinia nubilialis), el picudo
de la cafa de azucar (Metamazius hemipterus), el gorgojo de la cafia
de azucar (Sphenophorus levis), el barrenador gigante de la cafia de
azucar (Castnia licus), diferentes especies de chinches y saltamontes
(CATIE, 2004), el gusano defoliador de maracuya (Dione juno) registro
hecho por Malpartida et al. (2013), Spodoptera frugiperda (Bustillo,
2001), Agrotis spp. , Feltia experta (Silva, 2001), pulgones y arafitas

rojas.

Asi también estudios recientes (Apaza, 2015), sefiala que las cepas
nativas de Beauveria bassiana ejerce un mayor control biolégico sobre

los chinches de la quinua (Nysius sp.).

1.3.4.2. Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

A. Ubicacion taxondmica

Segun Kirk et al. (2008), se encuentra ubicado en la siguiente

posicién taxondmica:

Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Sub-clase: Sordariomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Metarhizium

Especie: Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin

B. Caracterizacion

El hongo Metarhizium es un deuteromiceto de la familia Moniliaceae
gue tiene una amplia distribucibn geografica y rango de
hospederos. En el género Metarhizium se han reportado siete

especies tales como M. anisopliae (Metschn) Sorokin; M.flavoviride
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Gams y Rozypal; M. album (Petch); M. pingshaeme Chem y Giro;
M. guizhousense Chem y Giro, y M. taii Liang y Liu (Liang et al.,
1995). De las especies conocidas, M. anisopliae, M.flavoviride y M.
album, son las que presentan una mayor gama de hospederos y
amplia distribucion geogréfica (Fegan et al., 1993).

Este género se caracteriza por presentar conidiéforos que forman
una capa de esporas, las fidlides pueden ser solas, en pares o0 en
manojos; los conidios se producen en cadenas de basipétalos
compactados en columnas, son ovoides o cilindricos, unicelulares.
Los conidios pueden ser hialinos o ligeramente pigmentados de
verde oliva con un tamafio de 7-9 um de largo y 4.5-5 um de ancho
(Domsch & Gams, 1980).

Las colonias crecen lentamente alcanzando hasta 2 cm en 10 dias
a 20°C sobre medio de cultivo sintético, tiene un éptimo crecimiento
a una temperatura de 25°C y puede crecer in vitro en un rango de
pH de 3.3-8.5; se requiere de una alta humedad para que se
desarrolle los conidios. La alta presencia de CO. y la deficiencia
favorece la supervivencia de los aislamientos (Domsch & Gams,
1980).

Figura 5. Morfologia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. A.
Morfologia Macroscépica B. Morfologia Microscépica.

Fuente: Ay B. Pik-Kheng y col., 2009. Gonzales, M., Aguilar, C. y Rodriguez,
R. 2012. Control de insectos plaga en la agricultura utilizando hongos
entomopatdégenos: restos y Perspectivas. Revista cientifica de la Universidad

Auténoma de Coahuila.
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Los insectos infectados se tornan duros y cubiertos por una capa
pulverulenta de conidios. Al final de la conidiogénesis el insecto puede
mostrar tonos verdes que varian de claro a oscuro, grisdceos o0 adn
blancuzcos con puntos verdes (Monzon, 2001). La enfermedad es
conocida como muscardina verde contrastando con la muscardina

blanca provocada con B. bassiana (Alves, 1998).

M. anisopliae ataca naturalmente a mas de 300 especies de insectos
de diversos ordenes por ello, es utilizado para control de plagas en
diferentes cultivos, entre ellas, el salivazo de la cafia de azlcar
(Aenolamia spp.; Mahanarva postica), y otros cercépidos, el salivazo de
los pastos (Zulia spp.), el picudo rayado (Metamazius hemipterus) en
cafa de azUcar. También ha sido probado en los pentatomidos Nezara
viridula, Piezodorus guildinii y Euchistus heros en soya, contra el
escarabajo del coco (Oryctes rhinocerus), termitas (Cornitermes
cumulans) y la mosca blanca (Bemicia tabaci) segun los registros del
CATIE (2004). Aislamientos de M. anisopliae han sido evaluados para
el control de la broca del café, H. hampei, en condiciones de campo,
obteniéndose mortalidad con varios de ellos, sin embargo los niveles
gue se obtienen con B. bassiana son superiores. (Bernal et al., 1994).

Por ultimo aislamientos de cepas nativas de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae en condiciones de laboratorio (Apaza, 2015), causan

mortalidad sobre los chinches de la quinua (Nysius sp.).

1.3.4.3. Isaria fumosorosea (Wize) Brown y Smith

A. Ubicacion taxondmica

Segun Kirk et al. (2008), se encuentra ubicado en la siguiente

posicion taxonémica:

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Sub-clase: Sordariomycetidae

Orden: Hypocreales
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Familia: Cordycipitaceae

Género: Isaria
Especie: Isaria fumosorosea (Wize) Brown
y Smith

B. Caracterizacion

I. fumosorosea pertenece a la clase Ascomyceto y a la familia
Cordycipitaceae presentando varias especies entomopatégenas,
entre ellas Isaria farinosa (Paecilomyces farinosus) parasitando a
lepidépteros y Tenebrio molitor, Isaria fumosorosea (Paecilomyces
fumosoroseus) sobre lepiddpteros y P. brassicae atacando a Pieris
brassicae (Lecuona, 1996).

Presenta hifas hialinas a amarillas, séptadas y con paredes lisas y
delgadas. La estructura conidibgena es un sinema 0 homosinema
gue consiste en hifas compactadas, conidiéforos verticilados e
irregulares con ramificaciones terminales, en donde surgen racimos
ensanchados en forma de botella, con un cuello distintivo donde
nacen las conidias las cuales crecen en cadena en forma basipétala
por una célula, raramente dos, hialina o ligeramente pigmentada
con paredes lisas o equinuladas o hasta varias formas (Berlanga,
1997; Hernandes, 1999 & Busstillo, 2001).

Las colonias crecen de 5-7 cm en 14 dias a 25°C presentando una
coloracién blanca, amarilla, verde palido, rosa, roja o purpura,
dependiendo de la especie y el medio. La colonia en PDA
inicialmente es blanca, luego adquiere un tinte rosado muy tenue
(palido). El revés de la colonia es al comienzo ligeramente
amarillento, pero a medida que pasa el tiempo se vuelve de color
anaranjado intenso (Cafiedo & Ames, 2004). El crecimiento éptimo
para el desarrollo del microorganismo ocurre en un rango de 26-
30°C, con un pH de 2-10 (Domsch & Gams, 1980).
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Figura 6. Caracteristicas macroscoépicas y microscépicas de
Isariafumosorosea. A. Colonia de coloracion blanca a rosa palida.
B. Micofotografia de conidiéforos verticilados, fialides y conidias
elipticas

Fuente: A. (fotografia tomada por Laura, 2016) B. (fotografia tomada por
Herrera, 2001). Gonzales, M., Aguilar, C. y Rodriguez, R. 2012. Control de
insectos plaga en la agricultura utilizando hongos entomopatégenos:
restos y Perspectivas. Revista cientifica de la Universidad Auténoma de

Coabhuila.

Este género causa la llamada muscardina amarilla en insectos y
también presenta especies que pueden atacar nematodos de
plantas (Alves, 1998).

La especie mas importante del género es lIsaria fumosorosea
(Paecilomyces fumosoroseus), utilizado para el control de plagas
gue afectan cultivos de gran importancia econémica. Entre ellas se
encuentran Bemisia tabaci (mosca blanca), Lyriomisa trifolli
Burgues, las termitas, Thrips, Musca doméstica, Spodoptera
littoralis (Carr et al., 2003), Spodoptera frugiperda (Lezama-
Gutiérrez et al. 1994). Asi también al gusano barrenador de la tuna
(Melitara sp.) que en condiciones de laboratorio Isaria fumosorosea

causa un alto grado de patogenicidad (Laura, 2016).

1.3.5. Factores ambientales que afectan el uso de Hongos
Entomopatégenos

Los factores ambientales tanto abi6ticos como biéticos cumplen una funcién

esencial en la iniciacion, desarrollo, prevencion y supresion de las epizootias
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naturales afectando las condiciones fisioldgicas del hospedante, su densidad,
distribucion espacial y temporal (Lecuona, 1996). Entre los factores abi6ticos
gue afectan la viabilidad y persistencia de los HEP en el campo, se encuentran
la temperatura, la humedad relativa, los rayos ultravioleta y los fungicidas
(Hajek & St. Leger, 1994; Pucheta-Diaz & col., 2006).

A. Temperatura

Los entomopatégenos no poseen condiciones biologicas para defenderse
de las grandes variaciones de temperatura, y puede ser limitante para varios
microorganismos. Las esporas de los hongos entomopatdgenos germinan a
temperaturas entre 15 y 35 °C siendo el rango optimo entre 20 y 30 °C,
favorable para cada patégeno y para cada fase del ciclo de la relacién con
su hospedante. Sin embargo el desarrollo de las enfermedades flingicas en
los insectos puede ser perjudicado por temperaturas superiores a 30 °C e
inhibida a temperaturas inferiores de 10 °C (Lecuona, 1996; Nirula, 1957,
Schaerfenberg, 1964; Walstad et. al., 1970; Ferrén, 1978; Sosa-Gomez &
Alves 2000).

La temperatura es uno de los factores abidticos mas importantes para los
hongos entomopatdgenos, debido a que puede afectar la germinacion de las
esporas, el desarrollo y penetracion del tubo germinativo, la colonizacién y
reproduccion de las mismas (Alves, 1998). Como también es capaz de
causar desorganizacién en las células de la membrana y de la pared,
inactivacion del metabolismo respiratorio, desnaturalizaciébn proteica
(Kruger, 2014), estrés oxidativo por el incremento de los niveles

intracelulares de peréxido de hidrégeno (Guerzoni et al., 2001).

Los hongos entomopatdgenos tienen un amplio rango de tolerancia, pero las
Optimas para la germinacion, infeccion, crecimiento y esporulacion son
usualmente mucho mas restringidas. De modo general, la banda de
temperatura favorable para el desenvolvimiento de los diferentes aislados
de Metarhizium anisopliae esta entre 24 a 30°C; y para B. bassiana de 22 a
26°C (Alves, 1998). En la temperatura de 31.7°C, Isaria fumosorosea no
produce conidias. Sin embargo, la temperatura base de germinacién de las

cepas de Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii, Isaria fumosorosea e
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Isaria farinosa, es de 10°C como la méas baja y de 13°C como la més alta,

basado en los resultados obtenidos por Ortiz et al.(2011).

B. Humedad Relativa

La humedad relativa (HR) es otro factor abidtico clave en el potencial de los
HEP. Usualmente, la germinacion de la conidia ocurre en un rango de HR
de 90%-100%. Sin embargo, se ha demostrado que las infecciones de varios
insectos hospederos son posibles a diversos niveles de HR. Cuando el uso
de los HEP es contra insectos de suelos cultivados, las condiciones de
humedad o HR son de menor importancia, o incluso no la tienen (Carrillo &
Labra, 2009). ElI micelio normalmente permanece en el suelo en una
atmosfera de cerca del 99% de HR (Zimmermann, 1986).

Para el hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae se requiere de una
humedad relativa alta para su germinacién, (Walstad et. al., 1970), indica
que para M. anisopliae la mayor germinacién ocurre al 100% de humedad
relativa y disminuye a 0 al 85% de HR. Segun Ortiz et al. (2011) la actividad
biolégica de la cepa de Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii, Isaria
fumosorosea e Isaria farinosa, fue mayor cuando la humedad relativa estuvo

en un rango de 81-92%.

C. Radiacién ultravioleta (UV)

Un componente importante del ambiente que influye en la supervivencia de
los hongos entomopatégenos es el flujo diario de la radiacion solar, la cual
incluye la radiacion visible, la radiacion ultravioleta y la radiacién infrarroja
(Lindow et al., 2004). La radiacién ultravioleta (200 a 400 nm) tiene el mayor
contenido de energia y constituye aproximadamente el 7 % de la radiacion
solar, la cual es potencialmente perjudicial para la microbiota presente en el

suelo.

Para evaluar el efecto de la radiacion solar sobre los patdgenos y sobre la
ocurrencia de las enfermedades es necesario considerar los siguientes
aspectos; espectro de luz visible con sus diferentes longitudes de onda (luz
verde, amarilla, azul, etc.), fotoperiodo y faja de luz ultravioleta germicida
(Lecuona, 1996). La exposicion a la luz ultravioleta puede ser letal para los

conidios de los patdgenos (Alves, 1986). Steinhaus (1949), citado por Nirula
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(1957), observo que el crecimiento y la esporulacion de los hongos es
retrasado por la radiacion solar y que la nubosidad tiene un papel importante
en el desarrollo de las epizootias causadas por hongos entomopatégenos.

Se ha mencionado que uno de los factores mas importantes que confieren
resistencia a la irradiacion de luz UV es la pigmentacion de las conidias,
Fargues et al. (1996), al realizar un estudio sobre variabilidad en la
resistencia de hongos hyphomycetes a los rayos UV, encontraron a
Metarhizium flavoviride, uno de los hongos con conidias pigmentadas, como
aquel que presento la mayor resistencia a irradiacion solar, hecho contrario
a lo observado por Valdés et al. (2011), donde conidias de B. bassiana, las
cuales no son pigmentadas, fueron mas resistentes a la irradiacion que
aislamientos de M. anisopliae y Paecilomyces fumosoroseus, los cuales son
altamente pigmentados, resultados que sugieren que en algunas especies,
la pigmentacién puede no ser importante en la proteccién de las conidias

contra los efectos detrimentales de la irradiacion.

D. Fungicidas

La susceptibilidad de los entomopatégenos a los agroquimicos puede variar
de acuerdo con el grupo y cepa del patégeno, con la naturaleza quimica del
producto y con la dosis empleada. Existen sustancias que son letales para
los microorganismos, otras poseen efecto fungistatico o bacteriostatico y
finalmente, productos que en dosis normales y/o sub-letales pueden
favorecer su crecimiento, reproduccién y virulencia. Esto demuestra la
importancia de conocer la accién de los agroquimicos sobre las diferentes

fases del desarrollo de los entomopatégenos (Alves, 1986; Lecuona, 1996).

Entre los factores bitticos se deben mencionar a las plantas hospederas y

al suelo

A. Plantas hospederas

Las cuales pueden interferir con los patdgenos fungicos directa o
indirectamente por su influencia en los insectos hospederos asi como los
insectos herbivoros que tienen una relacibn compleja con sus plantas

hospederas. La variacion entre plantas hospederas también puede afectar
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la relacién entre herbivoros y sus enemigos naturales. El desarrollo de los
patdgenos fungicos dentro de los hospederos, puede ser afectado no sélo
por las reacciones de inmunidad de los hospederos (Feldhaar & Gross,
2008), sino también, indirectamente, por la composicion del alimento del
hospedero (Hajek & St. Leger, 1994).

B. Suelo

El suelo puede abrigar tanto a los insectos como a los entomopatdégenos y
es un ambiente complejo donde los microorganismos sufren la accion de los
factores biéticos y abidticos, que dan como resultado una mayor o menor
permanencia de acuerdo a las condiciones de campo. Los hongos
entomopatégenos pueden vivir en el suelo por periodos variables. M.
anisopliae después de parasitar insectos puede permanecer colonizando el
cadaver por un periodo relativamente largo a la espera de un nuevo
hospedante. La mayor parte de sus conidios dificilmente conseguiran

sobrevivir por mas de tres meses en los diferentes tipos de suelo.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacién del lugar de estudio

Esta investigacion se realizd en el laboratorio de Entomologia y Control Biolégico del
Departamento de Biologia en la Universidad Nacional de San Agustin, localizado en la
region de Arequipa. Ubicado a 16°24'50.99" LS, 71°32'01.80" LO y a 2 327 msnm.
(Figura 7).

Figura 7. Lugar de muestreo de O. olivicola en la Escuela de Biologia
Fuente: (Datos de mapas ©2016 Google Earth, Imagenes ©2016 Digital Globe)

2.2. Metodologia de Campo

2.2.1. Obtencién de O. olivicola

El lugar de muestreo de ninfas y hembras adultas de O. olivicola se llevé acabo en
el campus de la escuela de Biologia, ubicado a 16°24'49.80"LS y 71°32'3.67"LO;
extrayéndose dichos insectos de los arbustos de Lantana sp., durante el mes de
Setiembre. Para la colecta previamente de O. olivicola se observé los signos y
sintomas visibles presentes en los arbustos de Lantana sp, asi como el retraso en el
desarrollo de la planta, ennegrecimiento y debilidad de las hojas debido a la

combinacion de mielecilla, el polvo y el hongo fumagina.
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Una vez localizado el dafio se procedié a la extraccion de las ramas con la ayuda de
una tijera, colocandose en tapers de plastico N°5 de 29 x 19 cm y 7 cm de alto,
tapados con tela organza, para su traslado hacia el laboratorio de entomologia.

Figura 8. Colecta de Orthezia olivicolai qu er e s a m-ov i 8olecthe hiveldé i v o
las hojas. B. Lantana sp. C. Dafio de Orthezia olivicola. Laboratorio de Entomologia y
Proteccion Vegetal. Universidad Nacional de San Agustin. Escuela Profesional de
Biologia i 2016.

2.3. Metodologia de Laboratorio

2.3.1. Proceso decrianzade O. olivicolanquer esa m-vil del olivoo

Los insectos que se colectaron a partir de ninfas y hembras adultas en su mayoria,
fueron trasladados al laboratorio de Entomologia, en donde la crianza se establecio
en plantas vivas de Mioporum sp. Dicha crianza de la queresa movil del olivo fue
similar al método usado por Vargas (1998), en cultivo de orégano. Los adultos se
nutrieron con la savia de las hojas de la misma planta hasta que el insecto oviposité

y se separaron los primeros estadios ninfales, los cuales fueron trasladados a
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nuevas pl ant a Miopovumvsp® . d € a bfie resaltar que I
entomopatégenos se aplicaron sobre el estado de hembra adulta a temperatura

ambiente (Figura 9).

Figura 9. Crianza de O. olivicolafiqu er e s a m- VAL Hstableeirhiento teilav 0 0 .
gueresa en plantas vivas de Mioporum sp. B. Hembras adultas de Orthezia olivicola.
Laboratorio de Entomologia y Proteccion Vegetal. Universidad Nacional de San
Agustin i 2016.

2.3.2. Reactivacion de Hongos Entomopatdgenos

2.3.2.1.Aislamiento a partir de método de Insecto Trampa

Para la reactivacion de hongos entomopatdgenos se siguio el método de insecto

trampa propuesto por Zimmermann (1998), con recomendaciones descritas por

Meyl ing (2007), utilizando como Gallesiecto tra
mellonela (Lepidoptera: Pyralidae) de sus ultimos estadios larvales y obtenidas

de la crianza con una dieta a base de miel y alimento de cachorro en proporcion

2:1 (Figura 10).
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Figura 10. Insecto trampa Galleria mellonela en dieta artificial. Laboratorio
de Entomologia y Proteccion Vegetal. Universidad Nacional de San
Agustini 2016.

Para empezar con la reactivacion se realiz6 el lavado de dichas larvas, el primer
lavado fue a base de hipoclorito de sodio al 1% y el segundo lavado solo se
empled agua destilada (ADE); en ambos casos dicho lavado tuvo un periodo de
1 min aproximadamente. Seguidamente se tomd pequefios trozos de hongos
entomopatdgenos nativos del cepario anteriormente realizado por Apaza (2015),
los cuales se colocaron en placas Petri con Tween diliuido, en donde se
introdujeron 10 larvas de Galleria mellonela, que fueron empapadas e infestadas
individualmente por las 4 cepas de hongos entomopatdgenos, luego se
trasladaron a envases de plastico 200cc de capacidad, con un didmetro de 10 cm
y 5cm de altura, con su respectiva dieta, los cuales se mantuvieron por una

semana en el laboratorio a temperatura ambiente.

Posteriormente se observo la mortalidad de las larvas con sintomas de infeccion
por hongo, retirdndolas para su desinfeccion con hipoclorito de Sodio 1 % durante
3 minutos, luego enjuagado tres veces en agua destilada estéril (ADE) y secado
del exceso de humedad con papel toalla. Las larvas desinfectadas fueron
colocadas en cémaras humedas individualmente, selladas con parafiim e
incubadas por 5 dias a temperatura ambiente. La cAmara himeda constd de
placas Petri descartables de 9 cm de diametro con doble base de papel toalla
estéril embebido de ADE y un portaobjetos autoclavado, sobre el cual se

colocaron las larvas para la esporulacién.
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2.3.2.2. Aislamiento de Hongos Entomopatdgenos Nativos

Este proceso consistié en la obtencidén del hongo a partir de la fuente de in6culo

de la larva esporulada, hasta lograr un cultivo puro y monosporico (Figura 11).

Previamente a todos los procesos se realizé la asepsia del &rea de aislamiento,
éste fue un procedimiento vital para evitar la contaminacion por otros
microorganismos. Asi mismo se sigui6 el protocolo planteado por OMS (2005), el
cual implica la limpieza de la superficie de trabajo con una gasa embebida de
hipoclorito de sodio al 2.5 %, luego con alcohol etilico al 70 % y la instalacion de
cuatro mecheros bunsen distribuidos en los extremos los cuales se mantuvieron
encendidos durante 30 a 45 minutos previos a las actividades de aislamiento,

creando un campo de aire cerrado.

La esterilizacion se realiz6 en una autoclave a 121°C de temperatura y 15 lb/pg?
de presion, durante 15 minutos para los materiales como pinzas, asas, bisturis,
tips, papel toalla, materiales de vidrio; y durante 20 minutos para los medios de

cultivo, agua destilada y Tween 80 al 0.1%.

2.3.2.3. Cultivos monospadricos

Los insectos momificados o con presencia de micelio se observaron bajo el

estereoscopio para corroborar la micosis por hongos entomopatégenos.

Una vez corroborada ésta micosis se emple6 la metodologia de aislamientos
monospéricos por dilucién seriada propuesta por Cafiedo & Ames (2004) y se
procedi6 a la transferencia de conidias y/o micelio del cuerpo del insecto a través
de una asa en punta esterilizada por flameado a un tubo eppendorf con 1ml de
solucién Tween 80 al 0.1%, agitdndosele mediante el uso de un vortex por un
espacio de 15 segundos obteniendo una solucion de esporas. A partir de la
solucién formada se realizé una dilucion de 10 par a | a cual se transf
de |l a suspensi-n anterior a un eppendorf co
0.1%, de esta manera se le agité en un vértex por espacio de 15 segundos y se
repitié esta operacion dos veces mas hasta obtenerse la dilucion de 103, de la

cual se sembr - 100 ¢l medi dos con una microp

49



de didmetro con medio nutritivo LcPDA y 0,5 g/L de cloranfenicol, utilizando un

ansa de Drigalski.

Las placas fueron incubadas a 22°C + 2°C durante 30 dias, revisdndose cada
semana que éstas no se hayan contaminado, hasta que se forme una colonia de
una unica espora, después de este tiempo de crecimiento lento, se obtuvieron 20
placas puras, 5 placas por cada cepa de hongo entomopatégeno nativo.

Aislamisnto a partir dal insacto Tubos eppandorf con micalio
trampa Galleria mellonsla &zl cusrpo ¢zl insacto

c N NN

Calica
Inoculacion de una porcion Sa r2tir6100 ! d2 la suspension
¢z micslio 2 un eppandorf anterior con 900 ul d= solucion
con 1 ml &2 solucion Twaen Tween 80 al 0.1%, as{
802l 0.1% sucesivaments hasta llezar a 107

Siembra d2 una alicuota da 100 pl Consarvacion en SilicaGel
en madio nutritivo LcPDA v 0.5
/L da cloranfenicol

Figura 11. Reactivacion del cepario. Laboratorio de
Entomologia y Proteccién Vegetal. Universidad Nacional de
San Agustin T 2016.



2.3.2.4. Conservacion en silicagel

Para su conservacion se siguio el procedimiento de Gomez et al. (2011), las
cepas procedentes de monocultivos se conservaron en viales con trozos de papel

filtro rapido de aproximadamente 1 cm?, segun la cantidad de cepas aisladas.

Los materiales que se usaron durante el proceso de cepario se rigieron mediante

el siguiente mecanismo de esterilizacion:

1 Se cortaron cuadriculas de papel filtro de 1 cm?, los cuales se colocaron en 4
placas Petri para su esterilizacion, asi como papel toalla, pinzas, espatulas,
tips (5 ml) y se envolvieron en papel craft llevandolos a autoclave durante 20

minutos a 121°C y 15 Ib/pg? de presion.

I También se hizo uso de acido lactico al 20% el cual se obtuvo a partir de la
dilucién de 20 g de leche descremada + 80 ml de ADE; distribuidos en frascos
de vidrio sellados con papel platino y llevados a autoclave durante 15 minutos
a 121°Cy 15 Ib/pg2 de presion.

1 Por ultimo se colocaron 6 g de silicagel (6-18 Mesh) en viales de 15 ml de
capacidad de tapa rosca y en la boca del frasco un cono hecho de cartulina
tapado con papel aluminio, luego se autoclavaron por 20 minutos. Las tapas

rosca fueron autoclavadas por 15 minutos.

En una placa esporulada con monocultivo se vertié 10 ml de &cido lactico al 20%
procediendo a un raspado de la superficie de la placa con ayuda de una espéatula,
luego se transfirié la suspension con una pipeta a una placa Petri estéril, en el
cual con una pinza se sumergieron los trozos de papel filtro durante cinco
minutos. Posteriormente fueron colocados sobre un papel toalla estéril
eliminando el exceso de humedad para su secado dentro de una placa Petri
durante 24 horas a temperatura ambiente; la placa Petri fue sellada con parafilm

y envuelta de papel.

Transcurrido el tiempo de secado se colocaron entre 70 a 80 pedazos de papel
inoculado en cada uno de los conos de cada frasco, reemplazando en seguida
la tapa de papel aluminio por la tapa rosca estéril y fueron fuertemente sellados

con parafilm para evitar su contaminacion. (Figura 12). Los viales fueron
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etiquetados con cdadigo, nombre de la cepa, lugar, fecha, colector y medio de
cultivo llevandose a 5°C donde se mantendran por un largo periodo hasta sus

posteriores usos.

Figura 12. Conservacion de hongos entomopatdgenos nativos en silica gel A. Cultivo

monosporico B. Vertido de 10 ml de acido lactico al 20% sobre un cultivo monospadrico

C. Raspado de las conidias adheridas al medio nutritivo D. Eliminacion del exceso de
humedad de las cuadriculas inoculadas E. Secado por 24 horas a temperatura
ambiente F. Cepario de conservacion. Laboratorio de Entomologia y Proteccién

Vegetal. Universidad Nacional de San Agustin i 2016.
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2.3.3. Replicacién de cultivos puros

La replicacion se realiz6 a partir de los cultivos monospéricos conservados en
silicagel, colocandose una cuadricula de papel filtro con inoculacién fungica y 0,1 mi
(100ul) de solucién Tween 80 al 0.1% en una placa Petri con medio de proliferacion
mas 0,5 g/L de cloranfenicol, deslizdndose la cuadricula en toda la superficie del
medio con la ayuda de una ansa de Drigalsky esterilizada. Este mecanismo de
replicacion se repitié en cuatro placas por cepa aislada, luego estas fueron selladas
con parafilm e incubadas a 22°C + 2°C durante 30 dias hasta su utilizacién en el

bioensayo de patogenicidad

Los medios de proliferacion fueron a base de LcPDA para las cepas de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea, de acuerdo a su

requerimiento nutricional y tiempo de crecimiento.

2.3.4. Control de calidad de los Hongos Entomopatégenos Nativos

2.3.4.1. Obtencién de in6culos

A partir de HEP nativos de Beauveria bassiana, Metharhizium anisopliae e Isaria
fumosorosea se prepararon soluciones esporégenas en las mismas condiciones
asépticas descritas en aislamiento, para lo cual a una placa monosporica se le
agrego 10 ml de solucién Tween 80 al 0.1% mezclandose bien para luego ser
vaciado a un matraz estéril (solucibn madre), luego se agité la solucion
manualmente por el espacio de 1 minuto y se dej6 en reposo durante 10 h para

la hidratacién de conidios.

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas transfiriendo 1 ml de la solucion
madre con una pipeta estéril a un tubo de ensayo con 9 ml de Tween 80 al 0.1%
, obteniendo la dilucién 10?, luego se sell6 con papel platino para homogenizar
durante 30 segundos en voértex; continuando de la dilucién 10 se transfirié 1 ml
de esta a un tubo de ensayo con 9 ml de Tween 80 al 0.1% correspondiendo a la
dilucién 10?; de esta manera se realizaron diluciones hasta 10 respectivamente

marcados con la dilucién y cédigo de cepa.
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2.3.4.2. Concentracion de conidias

Para este procedimiento se hizo uso de una pipeta Pasteur tomandose una
alicuota de la diluciéon 102 y depositandolo sobre una caAmara de Neubauer por
capilaridad, realizdndose la lectura en el microscopio de luz de 400 X, verificando
gue la dilucién contenga de 50 a 150 conidias para el contaje, dicho conteo de las
conidias se realiz6 en los 4 cuadrantes grandes que se encuentran en las
esquinas de la camara (Figura 13), repitiéndose la operacion 4 veces, calculando

el promedio y asi aplicarlo en la siguiente ecuacion:

0Jwé & "QQBébi Ty FKconidias /ml)
8 = Promedio de conidias contadas
10* = Factor de correccion de la cAmara Neubahuer

ID = Inversa de dilucién empleada

Las concent r ac i?oonidias /mf, sieedo aptos ra sulutilizacion.

=

= i
/‘_'—\ /l '\;: e ]
T v LU

Figura 13. Recuento de conidias de Hongos Entomopatdgenos en camara de

Neubauer.

Fuente: GOMEZ, H.; ZAPATA, A.; TORRES, E. Y W., SOBERANIS (2011)
Manual de Produccion y uso de hongos entomopatégenos. SCB-SENASA.
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2.3.4.3. Viabilidad o germinacién de conidias

Esta prueba determina la viabilidad de los hongos a través de la capacidad
germinativa de las conidias en un tiempo establecido. El medio nutritivo fue PDA
con 0,5 g/L de cloranfenicol (antibi6tico), distribuido en placas Petri cuadriculadas
de 5.5 cm de diametro.

Durante la siembra se manejaron condiciones asépticas descritas en el proceso
de aislamiento y se colocaron 0.1 ml (100 pl) de la dilucién 10 de cada muestra
en la placa Petri con medio nutritivo, diseminandolo con ayuda de un ansa
Drigalski sobre el medio sélido, posteriormente se sell6 la placa con parafilm y se
incub6 a 22+ 2°C durante 18 h.

Al concluir el tiempo de germinacion bajo condiciones de asepsia se adicionaron
unas gotas de azul de lactofenol sobre la superficie de las placas sembradas y
luego se diseccionaron porciones de agar de 1cm? con ayuda del bisturi, el cual
fue colocado en un portaobjetos y por encima un cubreobjetos; de esta manera
se tomaron 5 cuadriculas por placa (Figura 14). El recuento de conidias
germinadas y no germinadas se realizd bajo microscopio optico registrando el
promedio de las 5 lecturas por muestra y asi calcular el porcentaje de germinaciéon

mediante la siguiente ecuacion:

P "0Qi afmw%—% p T

a= numero de conidias germinadas

b= nimero de conidias sin germinar

Se consideraron las placas con colonias entre 30-300 y una viabilidad satisfactoria
O 90 %.
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Figura 14. Viabilidad y Germinacion de conidias. A. Placas de los cuatro HEP
nativos con agar nutritivo PDA. B. Extraccién de la cuadricula de agar C.
Cuadriculas coloreadas con azul de lactofenol D. Conidias germinadas.

Laboratorio de Entomologia y Proteccién Vegetal. Universidad Nacional de San
Agustin i 2016.

2.3.4.4. Pureza

La prueba de pureza tuvo como finalidad establecer la proporciéon del agente
biologico en el indculo e identificar los microrganismos contaminantes,

contribuyendo a mejorar el proceso de accién de los HEP.

Como entodos los procedimientos se realizé en condiciones asépticas agitdndose
en el vértex durante un minuto los tubos con las diluciones de 10 de cada hongo,
luego se inoculé 0.1 ml (100 ul) de cada tubo en dos placas Petri con medio
nutritivo PDA y 0,5 g/L de cloranfenicol, diseminandolo con ayuda de un ansa
Drigalski sobre el medio sélido; posteriormente se sellé la placa con parafiim e
incubo durante 8 dias a 22 + 2°C
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La evaluacion consistié en sacar promedio del nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) de los contaminantes y el numero de UFC del hongo evaluado
(Figura 15). El calculo obtenido se aplico en la siguiente ecuacion:

Y, O4m

POOI 'de pTT

UFC he = Unidades Formadoras de Colonias del hongo evaluado

UFC t = Unidades Formadoras de Colonias Totales

Se consideraron las placas que tuvieron 100 %, identificando los microrganismos

presentes.

Figura 15. Prueba de pureza de los HEP nativos A. Metarhizium anisopliae B.
Beauveria bassiana cepa 123 C. Beauveria bassiana cepa 122 D. Isaria fumosorosea.
Laboratorio de Entomologia y Proteccion Vegetal. Universidad Nacional de San
Agustini 2016.
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