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RESUMEN

Los hongos entomopatdgenos han demostrado ser una alternativa promisoria
para el control biolégico de diversas plagas agricolas a nivel mundial. Sin
embargo, en nuestro pais hay muy pocos estudios sobre estos microorganismos.
Por ello, en este estudio se evalud la patogenicidad y virulencia de dos aislados
de hongos entomopatégenos, sobre larvas de Galleria mellonella. Los aislados
evaluadas fueron Beauveria bassiana (IDIAP D-Bb1400) y Cordyceps javanica
(IDIAP RS-Cj006), ambas pertenecientes a la colecciéon del Instituto de
Investigacion Agropecuaria de Panamé (IDIAP). Se evalué la biologia de G.
mellonella, bajo condiciones ambientales locales, Los ensayos se realizaron sobre
larvas del quinto instar, las cuales se sumergieron durante 20 segundos en
concentraciones de 1x107 hasta 1x10° conidios ml%, como control se sumergieron
en Tween 80 al 0.1% y se observaron durante 10 dias. El ciclo biol6gico del insecto
fue de aproximadamente 62.7 dias. Se establecid ocho estadios larvarios tomando
como referencia el ancho de la exuvia de la capsula cefalica, la cual oscil6 entre
0.18+1.39 mm en el instar | hasta alcanzar un ancho de 2.49+4.10 mm en el instar
VIII, con una duracion en dias de 38.6+1.40, el quinto instar tiene un tiempo de
3.63+0.76 dias. El porcentaje de mortalidad diario, para ambos aislados se calculo
utilizando el estimador de supervivencia no paramétrico Kaplan-Meier donde
muestra que no existen diferencias significativas (P=0.23). La mortalidad para el
aislado IDIAP D-Bb1400 fue de 80, 86 y 100% para las concentraciones 1x107,
1x108, 1x10° conidios ml! respectivamente y para el aislado IDIAP RS-Cj006

oscilé entre 90% para la concentracién 1x107 conidias ml*t y 100% para 1x10°
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conidias mlt. No obstante, para el aislado IDIAP D-Bb1400 se observé diferencias
intraespecificas entre la concentracion 1x10° conidias ml? con las otras dos
concentraciones. Estos resultados muestran el posible potencial de estos aislados

para su futuro uso en la agricultura.

Palabras clave: Beauveria bassiana, Cordyceps javanica, Control bioldgico,

Hongos entomopatdgenos, Seguridad de alimentos.



ABSTRACT

Entomopathogenic fungi have proven to be a promising alternative for the
biological control of various agricultural pests worldwide. Neverthless, in our
country there are very few studies about these microorganisms. In this study, the
pathogenicity and virulence of two native strains of entomopathogenic fungi were
evaluated on Galleria mellonella larvae. The strains evaluated were Beauveria
bassiana (IDIAP D-Bb1400) and Cordyceps javanica (IDIAP RS-Cj006), both
belonging to the collection of the Institute of Agricultural Research in Panaméa
(IDIAP). The biology of G. mellonella was evaluated, under local environmental
conditions. The trials were conducted on larvae of the fifth instar, these were
submerged for 20 seconds in concentrations of 1x10’ to 1x10° conidia ml, as a
control they were immersed in Tween 80 at 0.1% and were observed for 10 days.
The biological life cycle of the insect was approximately 62.7 days. Eight larval
stages were established taking as reference the width of the exuvia of the cephalic
capsule, which ranged from 0.18 £ 1.39 mm in instar | until reaching a width of
2.49 £ 4.10 mm in instar VIII, with a duration in days of 38.6 + 1.40, the fifth instar
has a time of 3.63 + 0.76 days. The percentage of daily mortality for both strains
was calculated using the non-parametric survival estimator Kaplan-Meier where it
shows that there are no significant differences (P = 0.23). The mortality for the
strain IDIAP D-Bb1400 was 80, 86 and 100% for the concentrations 1x107, 1x108,
1x10° conidia ml- ! respectively and for the strain IDIAP RS-Cjo06 it ranged
between 90% for the concentration 1x107 conidia ml-* and 100 % for 1x10 9

conidia ml- 1. However, for the IDIAP D-Bb1400 strain, intraspecific differences



were observed between the 1x10° conidia ml-* concentration and the other two
concentrations. These results show the possible potential of these strains for their

future use in agriculture.

Key words: Beauveria bassiana, Cordyceps javanica, biological control,

Entomopathogenic fungi, Food safety.
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1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema:
En la actualidad la produccion de alimentos enfrenta el reto de mantener un alto
nivel de calidad, considerando aspectos de inocuidad alimentaria y sistema de
produccién con retribucion mas justa para los productores. En el caso de la
produccién agricola uno de los principales retos siempre ha sido la lucha contra
las plagas de insectos, donde cerca de medio millon de especies se alimentan de

plantas o de productos de plantas.

Por ello, desde el origen de la agricultura el hombre siempre ha combatido estas
plagas, con énfasis en los insecticidas quimicos sobre todo después de la
segunda guerra mundial, que en su conjunto han permitido salvar algo mas del

70% de la produccién agricola potencial mundial.

Sin embargo, el uso excesivo de insecticidas ha provocado problemas muy graves
de contaminacion por residuos en los alimentos o de efecto negativo sobre la
biodiversidad y el medioambiente, ademas de inducir en una gran variedad de
insectos la resistencia a insecticidas que tiene un mecanismo de accién
especifico. Por ello, en la actualidad se promueve una agricultura acorde a la
creciente poblacidén y a la alta demanda de alimentos, pero con métodos que sean

amigables al ambiente y que protejan la salud de los consumidores.

Por lo tanto, para este gran reto que tiene la agricultura actual en el mundo se han
propuesto algunas tacticas para el control de plagas insectiles que afectan y

merman la produccion de los diferentes cultivos agricolas, dentro de estas tacticas



tenemos el control biolégico ampliamente utilizado en diversas formas, de las
cuales se destaca el uso de hongos entomopatégenos (HE) como una alternativa
eficaz y econdmica, que ayuda a disminuir el uso de insecticidas basados en el
uso de quimicos sintéticos en las explotaciones agricolas. En este escenario
existe la necesidad de ampliar las investigaciones en la evaluacion de diversos
aislados de estos hongos, para ver su posible potencial en beneficio de la

agricultura, de la salud humana y del medio ambiente.



1.2. Antecedentes:

Los HE son un grupo de organismos filogenéticamente diverso, heterotroéficos,
eucariontes, unicelulares o hifales (filamentosos) que presentan reproduccion por
esporas sexuales, asexuales o ambas (Inglis et al., 2001). Estos organismos
tienen la capacidad de infectar y causar enfermedades en artrépodos de los que
obtienen la energia necesaria para desarrollarse, como biotrofos y necrotrofos, en
un proceso de continua coevolucion, causando hasta el 80 % de las enfermedades
gue padecen las poblaciones de insectos en la mayoria de los ecosistemas
terrestres, con énfasis en los ecosistemas agroforestales (Badii y Abreu, 2006;
Roy et al., 2006; Vega et al., 2009; Lacey et al., 2015). Los HE se han desarrollado
como una importante tactica dentro de la estrategia de manejo integrado de
plagas, al presentar mecanismos de invasion Unicos que les permiten atravesar
de forma directa la cuticula, lo que los hace excelentes agentes de control
biolégico actuando como insecticidas de contacto (Charnley y Collins, 2007; Faria

y Wraight, 2007; Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2008).

Existe un estimado de 700 especies de hongos entomopatogenos en 90 géneros,
en el cual la mayoria de los hongos producidos comercialmente son especies de
Beauveria y Metarhizium porque son faciles de manejar y reproducir en masa
(Vega et al., 2009). Los HE para el control de diversas poblaciones de insectos ha
sido bastante estudiado (Bukhari y Takken, 2011; Lo Verde et al., 2015; Vega et.,
2009), ya que es amigable con el ambiente, no afecta la salud del humano y son
persistentes en el ambiente. Ademas, de que poseen ciertas caracteristicas muy

especiales que le permite sobrevivir en forma parasitica sobre los insectos y en



forma saprofita sobre el material vegetal en descomposicion, el crecimiento
saprofito puede dar como resultado la produccion de conidiéforos, conidias y
desarrollo miceliano. Esta caracteristica permite que el hongo pueda ser cultivado
en el laboratorio utilizando técnicas de produccion en masa de bajo costo (Cafiedo

y Ames, 2004) y se suelen comercializar en preparados a base de esporas.

La polila de la cera, Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), es
considerada uno de los mayores enemigos de las colonias de abejas meliferas en
todo el mundo (Hanumanth y Swamy, 2008; Kwadha et al., 2019), y se encuentra
distribuida ampliamente excepto en climas muy frios y en grandes altitudes (Root,
1976). La infestacion a gran escala de colonias por larvas de G. mellonella
generalmente lleva a la pérdida de la colonia, fuga y reduccion en el tamafio de
los enjambres de abejas migratorias (Williams, 1997; Gulati y Kaushik, 2004). Su
importancia econdmica se debe a los habitos alimenticios de las larvas y a los
tineles que forman en medio de las colmenas (Jackman y Dress, 1998; Chandel
et al., 2003). Estas se alimentan de la cera de las colmenas, polen, propdleos,
abejas muertas y pupas de abejas (Hanumanthan y Swamy, 2008); sin embargo,
su desarrollo y metamorfosis estan influenciados por la humedad relativa y la dieta

(Abdel-Naby et al., 1983; Mohamed, 1983; Gulati y Kaushik, 2004).

A pesar de la importancia de la polilla mayor de la cera en la industria apicola,
también se investiga mucho mas como un organismo modelo para estudios en
Fisiologia de insectos, la Gendmica, la Protedmica, entre otros. Las larvas de G.
mellonella, son utilizadas como hospederos alternativos para la produccion de

parasitoides y otros enemigos naturales de plagas perjudiciales para los



agroecosistemas (Gallo, 1988), la exigencia cada vez mayor del uso racional y
selectivo de pesticidas por parte de los mercados internacionales ha impulsado el
desarrollo de un programa de manejo integrado en el que se emplea préacticas
agrondémicas, etoldgicas y biolégicas en este rubro la crianza de insectos (Rijo,

1996).



1.3. Justificacioén:

Los hongos sobresalen entre los microorganismos entomopatdégenos porque
infectan a los insectos a través del integumento, accion por contacto, lo que les
permite el control de varios grupos de insectos, siendo los conidios las unidades
infectivas mas utilizadas. Ademas, el empleo de estos agentes de control bioldgico
presenta ventajas, como son: seguridad para la salud humana, para la fauna util,
reduccion de residuos de insecticidas en los alimentos e incremento de la
biodiversidad del medio. Por ello, las investigaciones sobre el empleo HE en el
control de plagas de insectos ha experimentado un considerable progreso en las
tltimas décadas. Un empleo mas eficiente y generalizado de estos agentes en el
control depende en gran medida de la mejora de su velocidad de accion y
virulencia, es decir en la reduccion de los tiempos letales a concentraciones
menores de conidios (Quesada-Moraga et al., 2009). En este sentido, es
necesario seguir aportando estudios sobre la patogenicidad y virulencia de

diversos hongos en los diferentes lugares del mundo.

Una variedad de diferentes especies de insectos entre los cuales destaca la polilla
de la cera Galleria mellonella, han sido utilizado como insecto modelo para estudio
de interacciones entre microorganismos y hospederos (Kavanagh y Fallon, 2010;
Vilcinskas, 2010). Esto se debe a que es un insecto facil de criar y los ingredientes
gue forman parte de su dieta son de bajo costo. Por esto en el presente estudio
gueremos proveer informacién de mortalidad y virulencia con aislados nativos de
HE, utilizando larvas de G. mellonella en el instar V por lo tanto, se realizo la

biologia con el objetivo de precisar esta etapa. Por otro lado, segun nuestro



conocimiento en nuestro pais las investigaciones con HE son escasas, por lo que
consideramos que nuestro estudio a realizarse en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Panama y en el Instituto de Investigacion
Agropecuaria de Panama (IDIAP, CIA Chiriqui), seria de gran importancia para su
futura aplicacién en la agricultura y biotecnologia.

El estudio de la virulencia y patogénesis fangica, a menudo requiere de un modelo
animal apropiado. Los invertebrados, en este caso los insectos se han utilizado
recientemente como huéspedes alternativos para evaluar la virulencia de las
bacterias y hongos, entre ellos, las larvas de G. mellonella; debido a que este
insecto tiene un sistema relativamente avanzado de defensas antimicrobianas y
por tanto son mas propensos a producir informacion relevante para el proceso de
infecciones microbianas. Al igual que los mamiferos, los insectos poseen un
sistema inmune innato complejo (Ramarao et al., 2012). Las larvas de la llamada
polilla de la cera, G. mellonella, se ha demostrado que pueden facilitar gran
informacion atil sobre la virulencia y patogénesis de un amplio espectro de
microorganismos, incluyendo hongos entomopatdégenos. Ademas, el sistema
inmune de G. mellonella muestra una similitud funcional y estructural
comparandolo al sistema inmune innato de los mamiferos: los patégenos son
reconocidos por receptores de reconocimiento de patdégenos y pueden ser
fagocitadas por hemocitos, el equivalente funcional de los neutréfilos en los
mamiferos. Al igual que en los neutrofilos, los hemocitos utilizan especies
reactivas de oxigeno y enzimas liticas para eliminar los microorganismos

patégenos (Bergin et al., 2005). El sistema inmune de G. mellonella esta



compuesto por seis tipos de células fagociticas: coagulocitos, granulocitos,
plasmatocitos, oenocitos, esperulocitos y prohemocitos. EI aumento de la
densidad de estas células refleja la virulencia de cualquier tipo de interaccion

patogénica de origen fangico y también bacteriano (Bergin, 2003; Cotter, 2000).



1.4. Objetivos

1.4.1. Generales:
- Evaluar la mortalidad y virulencia de aislados nativos de

hongos entomopatdgenos en larvas de Galleria mellonella.

1.4.2. Especificos:

Criar larvas de Galleria mellonella.

Multiplicar aislados de hongos entomopatdgenos.

- Realizar ensayos de patogenicidad con dos aislados nativos
de HE sobre larvas de Galleria mellonella.

- Determinar el efecto de diferentes concentraciones de HE

sobre larvas de Galleria mellonella.

1.5. Hipotesis:

- Hipotesis (a): Los aislados de HE son patogénicas sobre

larvas de Galleria mellonella.

- Hipotesis (0): Las aislados de HE no causan efectos

patogénicos sobre larvas de Galleria mellonella
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1.6. Alcances y limitaciones del estudio:

Este ensayo nos permitira evaluar y determinar aislados nativos de hongos
entomopatdégenos y su futura y posible aplicacion en la agricultura y biotecnologia,
con la finalidad también futura de reducir el uso de insecticidas quimicas y de esta
manera aportar a la seguridad, inocuidad y soberania alimentaria de nuestra
poblacién. Ademas, el mantenimiento y conservacion de aislados de HE es una
actividad muy importante por lo que es absolutamente esencial disponer de forma
permanente de estos recursos, para el desarrollo de diferentes lineas de
investigacion, sobre todo en su patogenicidad, caracter enddfito, actividad
biolégica, citotoxica e insecticida de sus proteinas y metabolitos secundarios.
Dentro de las limitaciones que se dieron, se encuentra los aislamientos e
identificacion a nivel macro y microscoépicos de los hongos encontrados en las
giras de campo debido a la situacién de covid-19, dado que se mantuvo cerrada
nuestro centro de estudios y no se logré cumplir con esta parte. Sin embargo., por
medio del convenio Universidad de Panama - Instituto de Investigacion
Agropecuaria de Panama (IDIAP), solicitamos aislados de HE al laboratorio de
Entomologia de (David, Coquito, CIA Chiriqui) pertenecientes a la primera
coleccion de HE con utilidad en la agricultura. Por lo que se nos permitié emplear
las aislados endémicos IDIAP D-Bb1400 y IDIAP RS-CJ0O06 de Beauveria

bassiana y Cordyceps javanica respectivamente.
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2. REVISION DE LITERATURA

Los hongos son organismos eucariontes uni o pluricelulares que se desarrollan
en sitios humedos y con poca luz. Las células de los segundos se agrupan en
filamentos llamados hifas que en conjunto recibe el nombre de micelio. Segun
Agrios, (2005); los hongos son pequefios organismos productores de esporas,
generalmente microscopicos, eucaridticos, ramificados y a menudo
filamentosos que carecen de clorofila y que tienen paredes celulares que
contienen quitina, celulosa, o ambos componentes. La mayoria de las especies
de hongos conocidas son estrictamente saprofitas y viven sobre la materia

organica muerta, a la que descomponen.

Dentro de todos los tipos de hongos existentes se destacan las especies de
HE que dentro del control biol6gico son una de las mas distribuidas y de mayor
relevancia en la proteccién de los cultivos. Pertenecen a los ascomicetos
mitosporicos entomopatdgenos, clasificados en el orden Hypocreales del Filo
Ascomycota. La mayoria de los ascomicetos mitdsporicos tienen ciclos vitales
gue sincronizan con los de sus hospedantes, asi como con las condiciones
ambientales del entorno (Quesada—Moraga y Santiago—Alvarez, 2008). Su
modo de accién, es por contacto, por via tegumentaria y los hace singulares
dentro de los agentes de control microbiano de plagas (Quesada—Moraga y

Santiago—Alvarez, 2008; Jaronski, 2010; Quesada— Moraga et al., 2014).

El ciclo de vida de los ascomicetos mitosporicos comprende dos fases, una

patogénica y la otra saprofitica. La fase patogénica involucra cuatro pasos
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principales: adhesién, germinacién, diferenciacion y penetracion (Kouassi et
al., 2003). La colonizacion se inicia con la adhesion de los conidios del hongo
a la cuticula del insecto hospedante, donde se adhieren fuertemente debido a
mecanismos mediados por fuerzas hidrofébicas de su pared celular (Ortiz—
Urquiza y Keyhani, 2013), a lo que sigue la formacion de un tubo germinativo
y en ocasiones de estructuras de anclaje tipo apresorio, a lo que sigue la
penetracion de la cuticula gracias a una combinacién de acciones mecanicas
y bioguimicas que facilitan la invasion del hemocele donde el hongo crece en
forma de cuerpos hifales, una vez que vence la respuesta defensiva del
hospedante, tanto celular (fagocitosis y encapsulacién), como humoral

(produccion de fenoloxidasa, lectinas u otras proteinas y péptidos defensivos).

La muerte del hospedante ocurre por la invasion de tejidos y érganos, por la
utilizacion de parte de sus nutrientes, y/o por el efecto de los metabolitos
toxicos producidos por el mismo (Rios—Moreno et al., 2016). La muerte del
insecto marca el fin de la fase patogénica, y da lugar a la saprofitica pues en
condiciones favorables, las hifas emergen del cadaver, donde producen
conidioforos y conidios, que se dispersaran a través del viento, la lluvia o los

propios insectos, y se iniciard un nuevo ciclo de infeccion.
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2.1. Hongos entomopatdgenos utilizados en la investigacion.

2.1.1. Clasificacion taxondmica y descripcion de Beauveria bassiana.

Reino: Mycota
Divisiébn: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Beauveria
Epiteto: bassiana
Es un hongo ascomiceto mitosporico que crece de forma natural en los suelos de
todo el mundo. Su poder entomopatégeno le hace capaz de parasitar a insectos
de diferentes Epitetos, causando la enfermedad blanca de la muscardina, Nombre
por el cual se la conoce. Pertenece a los hongos entomopatégenos y actualmente
es utilizado como insecticida biolégico o biopesticida controlando un gran niamero

de parasitos de las plantas (Aquino, 2005).

Se le ha encontrado atacando unas 700 especies de insectos y ha sido utilizado
para controlar varios tipos de plagas, incluyendo holometabolos como coledpteros
(Tafoya et al., 2004; Guerri-Agullé et al., 2011) y lepidopteros (Knutson y Gilstrap,
1990; Lozano-Gutiérrez y Espafia-Luna 2008; Wraight et al., 2001); asi como
hemimetabolos, como los chinches (Reinert et al., 1999), thrips (Castineiras et al.,
1996; Ludwig y Oetting, 2002) y afidos (Akbari et al., 2014; Castillo-Lopez et al.,
2014). Se ha utilizado contra plagas de gran importancia econémica como la

mosca blanca de hoja plateada (Bemisia argentifolii) (Wraight et al., 2000) y la
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broca del café (Bustillo, 2003; Géngora-Botero et al., 2009). Incluso se ha utilizado
en otros artrépodos dificiles de controlar como las garrapatas (Kirkland et al.,

2004).

Descripcion morfolégica de la colonia: Es un hongo deuteromiceto que crece
formando una estructura algodonosa y polvosa de color blanco conocida como
muscardina blanca. Cuando la colonia va envejeciendo se vuelve crema

amarillenta (Figura 1).

El revés es de color rojizo en el centro cuando esta en crecimiento y amarillo

alrededor (Garces, 2014).

Descripcion microscépica: Morfolégicamente, Beauveria bassiana esta
conformada por hifas septadas de 2,5 a 25 um de didmetro, de donde se forman
conidioforos simples raramente agrupados, con apariencia de jarron (mas ancho
en el centro que en los extremos), los cuales sostienen los conidios, originados de
forma simpodial o acrépeta, dando una apariencia en zigzag al raquis (Barron,
2001; Carrillo, 2005; Kouassi, 2001). Las esporas son esféricas y levemente
ovaladas en medios aerobios, pero mas ovaladas en medios anaerobios, llamadas
blastésporas (Kouassi, 2001). Sin embargo, indiferentemente de su morfologia,
presentan igual capacidad de infeccion. Tanto las esporas como las hifas, no son
pigmentadas (hialinas), por lo que su apariencia es blancuzca para el ojo humano

(Barron, 2001).
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Figura 1. (A) Crecimiento de la colonia en medio SDA. (B) Vista microscépica de
la cepa IDIAP D- Bb1400. Foto: Proyecto de Hongos Entomopatégenos IDIAP,
2020.
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2.1.2. Clasificacion taxondémica y descripcion de Cordyceps javanica:

Reino: Mycota
Divisiébn: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Cordyceps

Epiteto:  javanica

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 Paecilomyces fumosoroseus reclasificada actualmente
como (Isaria fumosorosea Wize), utilizada para el control de plagas que afectan
cultivos de gran importancia econémica, al igual que Isaria javanica (Friedrichs y
Bally) Samson y Hywel-Jones; reclasificada como (Paecilomyces javanicus)
(Yang et al., 2006) y que actualmente es considerada vy clasificada segun la
pagina especializada Index Fungorum como Cordyceps javanica. Entre las plagas
gue infecta se encuentra Bemisia tabaci (mosca blanca), Lyriomisa trifolli, las
termitas, Thrips, Musca doméstica, Spodoptera littoralis (Carr et al., 2003),

Spodoptera frugiperda (Lezama-Gutiérrez et al., 1994).


https://www.redalyc.org/jatsRepo/425/42559319002/html/index.html#B50
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Descripcion morfologica de la colonia: Las colonias crecen de 5-7 cm en 14
dias a 25°C presentando una coloracion rosa, roja o purpura, dependiendo de la
especie y el medio. La colonia 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 (Cafledo y Ames, 2004). El crecimiento Optimo para el desarrollo del
microorganismo ocurre en un rango de 26- 30°C, con un pH de 2-10 (Domsch y

Gams, 1980).

Descripcion microscoépica: Presenta hifas hialinas a amarillas, séptadas y con
paredes lisas y delgadas. La estructura conidiébgena es un sinema o nomosinema
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).
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Figura 2. (A) Crecimiento de la colonia en medio SDA. (B) Vista microscépica de
la cepa IDIAP RS-006. Foto: Proyecto de Hongos Entomopatégenos IDIAP, 2020.
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2.1.3. Clasificacion de las principales divisiones de hongos entomopatdgenos.

Tabla I. Elaboracion propia a partir de Hibbett et al. (2007), Humber(2012), y (Gryganskyi et al. (2012)

Ascomycota

Entomophthoromycota =

—Basidiobolomycetes —

— Neozygitomycetes —

— Sordariomycetes —

— Basidiobulus

— Neozygitales

__ Hypocreales

k Eurotiomycetes 76(

Eurotiales

" Division Y  Clase Y Orden Familia Género
Batkoa, Entomophaga,Entomo-
phthora, Erynia, Eryniopsis, Furia,

Strongwellsea, Zoophthora.

— Ancylistaceae Ancylistes, Conidiobulus,Macro-
biotophthora.

— Completoriaceae Completoria.

L Meristacraceae Mersitacrum, Tabanomyces.

Basidiobolaceae Basidiobolus.

Apterivorax, Neozygites, Thax-
terosporium.

Neozygitaceae

Archersonia, Hypocrella,Meta-
cordyceps, Metarhizium, Normurea
Pochonia, Regiocrella, Tipo-
Paecilomyces, Tipo-Verticillium.

— Clavicipitaceae

Beauveria, Cordyceps, Engyodo-
ntium, Isaria, Lecanicillium,Simpli-
cillium, Microhilum, TipoMarian-
naea. Torrubiella.

— Cordycipitaceae

_Ophicordycipitacea Culicinomyces, Elaphocordyceps,

Hirsutella, Hymenostibe, Methar-

hiziopsis, Ophiocordiceps,

Paraisaria, Sorosporella.

Trichocomacea Paecilomyces.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lista de materiales

Biologia de G. mellonella:
Algodon, boligrafos, cajas plasticas, envases de vidrio, estereoscopio, goteros,
harina de trigo, juego de diseccion, leche de ternero, miel de abeja, papel
adherente, papel encerado, papel toalla, platos de petri, salvado de trigo,

termohigrémetro y vidrio relo;.

Prueba de patogenicidad:

Agua destilada, autoclave, balanza digital, camara fotografica, camara de
Neubauer, cinta adhesiva, colador, cubreobjetos, goteros, incubadoras,
marcadores, matraces, medios de cultivo Papa dextrosa agar (PDA) y
Sabouraud dextrosa agar (SDA), micropipetas, microscopio, parafilm, papel
toalla, platos petri, puntas de micropipeta, portaobjetos, refrigeradora, tabla de
registro, Tween 80, tubos de ensayo, tubos falcon, vaso quimico y viales de

vidrio.
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3.2. Metodologia:

Los HE se cultivaron en medio de cultivo Sabouraud Dextrosa Agar (SDA),
con antibiotico (Cloranfenicol 0.5 g/L) dentro de una camara estéril de flujo
laminar para evitar contaminacion (Figura 3). La incubacion se realizé a

temperatura de 26°C + 2°C (Figura 4).

Figura 4. Siembra de hongos Figura 3. Incubacion de hongos

entomopatdégenos entomopatdgenos.

La cria y evaluacion biolégica de G. mellonella, se establecié obteniendo
larvas de panales infectados con la polilla, de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Panama sede (Chiriqui)
(8°23741.79'N — 82°19°47.607°0) y llevados al laboratorio del Instituto de
Investigacion Agropecuaria (IDIAP) David, provincia de Chiriqui al

occidente de la Republica de Panama. La instalacién del pie de cria se
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establecié en una dieta artificial que consistio en una mezcla de 400 g de
salvado de trigo, 120 g de harina de trigo, 160 g de leche de ternero y 300
ml de miel por cada 680 g de dieta (Figura 5y 6). Los valores ambientales
registrados en °C y humedad relativa (HR) fueron un minimo de 25°C con
HR de 58%, un maximo de 33°C y 86% respectivamente; obteniendo un

promedio de 28°C y 76% de HR.

[

Figura 6. Textura de los ingredientes para la cria de G. mellonella.
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Los parametros bioldgicos evaluados fueron:

Huevo: Para determinar la duracion del estado de huevo de G. mellonella,
se tomaron submuestras de posturas diarias de 15 hembras que fluctuaron
de 2 a 40, para totalizar 1503 individuos.

Larva: Se tomaron larvas recién emergidas y se colocaron en un plato petri
con 0.1 g de dieta artificial y éste se tapd con papel adherente para
garantizar que la larva no escapara del plato de petri (Figura 7). El
experimento se inici6 con una unidad experimental de 40 larvas y
diariamente se observo el cambio de instar a través de la exuvia de la
capsula cefélica, la cual se midi6 utilizando el software (Leica Aplication
Suite) incorporado a un estereoscopio (Leica MZ 125).

Pupa: Una vez la larva de ultimo instar pasoé al estado de pupa, se registro
la duracion de este estadio, su mortalidad y el sexo a partir de la
observacion de la genitalia en el estereoscopio (Figura 8).

Adulto: Se sexaron (Figura 9) y confinaron 15 hembras recién emergidas
de la pupa con su respectivo macho en pequeiios frascos de vidrio, con
una pequefa porcién de algodén que contenia una solucién de miel de
abeja al (10%) y por ultimo se coloco papel encerado en forma de acordeén
para que la hembra ovipositara y se evalud la tasa de oviposicion diaria y
mortalidad del adulto.

Los datos obtenidos en la biologia se sometieron a un disefio experimental

completamente aleatorizado (ANOVA) analisis de varianza.
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Figura 7. Evaluacion de la biologia de la G. mellonella.

A Q’B 3

Figura 8. Dimorfismo sexual en pupas de G. mellonella (A) Macho y (B) Hembra.
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Figura 9. Diferencia en los palpos labiales entre hembras (A) y machos (B) de G.
mellonella.
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Tratamiento de las larvas: (Figura 10) se prepard una suspension de conidios
obtenida a través de una matriz de arroz colonizada por el hongo
entomopatdgeno, en una solucion acuosa estéril de Tween 80 al 0,1%. Estas
suspensiones iniciales se sonicaron durante 5 minutos para homogeneizar la
suspension conidial y luego se filtraron a través de varias capas de estopilla para
eliminar las estructuras miceliales. Las suspensiones de conidios utilizadas para
los bioensayos se ajustaron diluyendo los conidios con Tween 80 al 0,1% hasta
una concentracion final de 1x107:8 ° conidios ml1. El niUmero de conidios se estim6
utilizando la camara de Neubauer, realizando diluciones seriadas a partir de la
solucién madre y aplicando la férmula de (Leucona, 1995) para calcular los
voliumenes a extraerse de la solucion inicial, en donde se encuentra el hongo en

altas concentraciones.

CixVi=Csx Vs
Ci= concentracion inicial Xi Vi = Ct
Ct = concentracion final Ci

Vs = volumen final
Leucona, 1995
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Figura 10. Procedimiento para realizar un ensayo de patogenicidad. A. Matrices
colonizadas por el hongo B. bassiana (Sup) y C. javanica (Inf). B. Lavado con agua
destilada y auto clavada. C. Separacion de la suspensién conidial, utilizando
filtracion. D. Diluciones seriadas para realizar los conteos. E. Conteos de conidios
utilizando la cdmara de Neubauer. F. suspensiones conidiales a diferentes
concentraciones. G. inoculacion en larvas de G. mellonella. H. Larvas inoculadas
y colocadas con dietas para ser evaluadas.
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Patogenicidad y virulencia:

La virulencia fungica por cepa se evallo en diez larvas de quinto estadio de G.
mellonella, estas fueron sumergidas en suspensiones de 1x10" & ° conidios ml?
durante 20 segundos y luego se colocaron en placas de petri con dieta a
temperatura ambiental. La mortalidad larvaria se registré diariamente durante 10
dias, con lo cual evaluamos los parametros de patogenicidad (capacidad de
producir enfermedad), virulencia (grado en que se causa enfermedad) y se evalud
la supervivencia. Las larvas muertas se esterilizaron inmediatamente con
hipoclorito de sodio al 1%, seguido de tres enjuagues con agua destilada estéril y
se colocaron en platos petri con papel filtro humedecido con agua estéril a
temperatura ambiente, con el fin de observar si hubiese crecimiento fangico. Las
larvas utilizadas como control se sumergieron en agua estéril con Tween 80 al
0,1% y se evaluaron de igual forma, se realizaron tres repeticiones. Se utilizé un
disefio experimental completamente aleatorizado sometido a un andlisis de

varianza (ANOVA) (P = 0,05) y analisis de comparacion de rango Mann-Whitney.

La concentracion letal media (CL50) y el tiempo medio de supervivencia, se
determinaron a través del programa informatico de analisis Probit y empleando el

estimador no paramétrico de Kaplan-Meier respectivamente.
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3.2.1. Pardmetros a evaluar:

La duracion en dias del ciclo biologico de la polilla mayor de la cera G. mellonella
bajo condiciones ambientales locales de temperatura y humedad relativa,
evaluando la duracion de los diferentes instares (huevo, larva, pupay adulto), tasa
de oviposicion y mortalidad por estadio. Enfocandonos en la etapa larval para

precisar el instar V.

Evaluar el potencial patogénico y virulento de dos aislados nativos de hongos
entomopatdégenos Beauveria bassiana IDIAP D-Bb1400 y Cordyceps javanica
IDIAP RS-Cj006 sobre larvas de G. mellonella de V instar a diferentes
concentraciones 1x10” & ° conidios ml?! para determinar el tiempo medio de

supervivencia (TMS) y la concentracion letal media (CL50).



RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1.

4, RESULTADOS

Biologia de Galleria mellonella:

30

Fue determinado el ciclo biolégico de G. mellonella, el cual presenta metamorfosis

completa y cuenta con las siguientes etapas: huevo, 8 estadios larvarios, pupay

adulto. La duracion para cada una de estas fases es 7.1, 38.6, 9.22 y 6.7 dias

respectivamente, tal como se observa en la tabla Il, podemos apreciar que los

instares larvales difieren en la duracién de los dias, donde los de menor duracion

fueron el instar Il y Il con un promedio de 2.83 dias y el de mayor duracion fue el

instar 8 con un promedio de 11.37 dias. Cabe destacar que los instares | y IV

registraron mayor mortalidad.

Tabla Il. Duracion en dias de los diferentes estados de G. mellonella mantenidos
bajo condiciones ambientales locales.

Ciclo biolégico completo

Estado

Huevo
Larva |
Larva ll
Larva lll
Larva IV
Larva V
Larva VI
Larva VIl
Larva VIl
Pupa
Adulto

N

1501
29
24
24
19
19
19
19
19
18
18

X
Dias
7.16+1.42
5.72+1.39
2.83+£0.64
2.83+£1.05
3.47+1.12
3.63+0.76
3.47+£0.84
5.31+£1.37
11.37+4.10
9.22+1.40
6.72+1.84

Min = Max
Dias Dias

4 10

4
2
2
2
3
2
3
6
6
5

Hembras
X Min = Max
DIAS Dias Dias
5.73+1.74 4 10
2.91+0.54 2 4
2.91+1.30 2 6
3.36+0.67 3 5
3.64+0.92 3 6
3.45+0.82 2 5
5.55+1.44 3 7
11.45+4.25 7 18
9.10+1.37 7 12
6.80+2.98 4 10

Machos

X Min = Max

Dias Dias Dias
6.13+1.97 4 9
3.13+0.64 2 4
3.13+0.83 2 4
3.63+1.60 2 7
3.63+0.52 3 4
3.50+0.93 2 5
5.00+1.31 7 5
11.38+4.27 6 17
8.63%+1.77 6 12
6.63+1.85 4 10
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Tabla Ill. Promedio del ancho de las cdpsulas cefélicas en milimetros (mm) de los
instares de G. mellonella, mantenidos bajo condiciones ambientales locales.

INSTAR N (me) Min Max
I 29 0.18+0.02 0.16 0.23

1 24 0.25x£0.04 0.21 0.35

1l 24 0.35x0.06 0.25 0.48

v 19 0.49£0.08 0.35 0.69

\% 19 0.7+£0.14 0.47 1.08

VI 19 1.06+0.21 0.75 1.44
VI 19 1.53+0.16 1.09 1.69
VIII 19 2.49+0.38 1.57 2.94

Durante la evaluacion del ciclo biolégico, se establecié ocho estadios larvarios
tomando como referencia el ancho de la exuvia de la capsula cefélica, la cual
oscil6 entre 0.18 mm en el instar | hasta alcanzar un ancho de 2.49 mm en el VIII

instar (Tabla III).

Se evalud la tasa promedio diaria de oviposicion para 15 hembras, donde el tercer
dia hubo mayor tasa de oviposicion y posteriormente fue decreciendo hasta el dia
8 donde se registra la muerte y la tasa de oviposicion mas baja con 1.8 huevos
(Figura 11). Ademas, se estimo la tasa diaria de larvas emergidas, colocando 1716
huevos y siendo evaluados por 10 dias, donde se observa que el dia 4 fue el que
presento menor cantidad de larvas emergidas con 2 solamente y el de mayor
eclosion fue el dia 7 con 410 larvas, obteniendo un total de larvas emergidas de

1503 en 10 dias; tal como se sefiala en la (Figura 12).
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Figura 11. Tasa promedio diaria de oviposicion de adultos. de G. mellonella.
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Figura 12. Tasa diaria de larvas emergidas por dia de G. mellonella en 10 dias.
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4.2. Patogenicidad de los aislados Cordyceps javanica (IDIAP RS-

Cjo06) y Beauveria bassiana (IDIAP D-Bb1400).

El porcentaje de mortalidad diario, para ambos aislados se calculé utilizando el
estimador de supervivencia no paramétrico Kaplan-Meier donde muestra que no
existen diferencias significativas (P=0.23) para las concentraciones 1x107 8 °
conidios mlt. Sin embargo, se muestra que el dia que se empieza a registrar
mortalidad para IDIAP RS-Cj006 y IDIAP D-Bb1400 fueron los dias 3 y 4

respectivamente, tal como lo sefiala la (Figura 13).

100 Lt
90
80
704
60—
50
404
30
20
10

~— BbH1400
= CjO06

Supervivencia (%)

Figura 13. Supervivencia de larvas de G. mellonella tratadas con suspensiones
fingicas de 1x107: 8 ° conidios ml* de los aislados IDIAP D-Bb1400 y IDIAP RS-
CJ006.



34

Tabla IV. Patogenicidad de los aislados IDIAP D-Bb1400 y IDIAP RS-Cj 006, a
concentraciones de 1x107: & 9 conidias ml?! sobre larvas del v instar de G.
mellonella.

Mortalidad (Promedio + SE) %*
En suspensiones de conidios/ml?

CEPAS
1x107 1x108 1x10°

D-Bb1400 80.00+£0.00 a*m  86.67+3.33 a*m  100.00+0.00 a*n

RS-Cj006 90.00+0.00 a*m = 96.67+3.33 a*m  100.00+0.00 a*m

* Las mismas letras dentro de las columnas indican que no hubo diferencias
significativas y diferentes letras dentro de las filas indican que existen diferencias
significativas intraespecificas para la cepa.

La patogenicidad de Los aislados IDIAP D-Bb1400 y IDIAP RS-Cj006, se
analizaron estadisticamente utilizando el test de Mann-Whitney el cual indica que
no hubo diferencias significativas (P=0.41) entre ambos aislados vy
concentraciones evaluadas, la mortalidad para la cepa D-Bb1400 fue de 80, 86 y
100% para concentraciones 1x107:8 ° respectivamente, y para la cepa IDIAP RS-
Cjo06 oscilé entre 90% para la concentracion 1x107 conidias ml* y 100% para
1x10° conidias mlt. No obstante, para el aislado IDIAP D-Bb1400 se observo
diferencia entre la concentracion 1x10° conidias ml' con las otras dos

concentraciones (Tabla V).

Una vez obtenidos los datos de mortalidad para IDIAP D-Bb1400 y IDIAP RS-Cj
006, se calcul6 el tiempo medio de supervivencia (TMS) empleando el estimador
no paramétrico Kaplan-Meier donde no se observé (P=0.41) diferencias

significativas entre ambos aislados y la CL50 se calculé con el programa
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informatico de Probit dando como resultado 1.8x10° para la cepa IDIAP RS-Cj006

y 5.8x10° conidias ml! para la cepa IDIAP D-Bb1400 (Tabla V).

Tabla V. Analisis del tiempo medio de supervivencia para larvas de v instar de G.
mellonella, inoculadas con suspensiones fungicas de los aislados IDIAP D-
Bb1400 y IDIAP RS-Cj006 a concentraciones de 1X107:8 9 conidias ml=.

Analisis de Tiempo medio de supervivencia 'y CL50

AISLADOS TMS
(dias, £promedio SE) CL50 95% CI
IDIAP D-Bb1400 7.31+0.22*a 5.8x10°*a 6.86-7.76
IDIAP RS-Cj006 7.00+0.25*a 1.8x10%*a 6.48-7.51

* Las mismas letras dentro de las columnas indican que no hubo diferencias significativas en el
TMS y en la CL50 en conidias ml1,
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4.3. DISCUSION

La virulencia y mortalidad de dos aislados nativos fueron evaluadas utilizando
larvas del V instar del insecto modelo de estudio G. mellonella, proveyendo
interesantes resultados reportados segun nuestro conocimiento por primera vez
en Panama. Donde primeramente de estudio el ciclo de vida del insecto en

estudio.

En cuanto a la biologia de G. mellonella, en la etapa de huevo, el periodo de
incubacion fue de 7.16 dias promedio obteniendo en este tiempo el mayor
porcentaje de eclosion de larvas. A pesar de que en nuestra investigacion se llevo
a cabo bajo temperaturas ambientales no controladas, estos registros coinciden
con los reportados por (Williams, 1990), quien menciona que el tiempo de eclosién
para G. mellonella va de 5 a 8 dias con una temperatura de 24 a 28°C.

Se registraron ocho estadios larvarios (L), donde el estadio de mayor duracion fue
el instar ocho con un promedio de 11.37 dias y el de menor duracién fueron los
instares LIl y LIll con un promedio de 2.83 dias. Estos datos difieren a los
obtenidos por (Zenner y Posada, 1992) y (Lyon, 2007), que reportaron siete
instares larvarios para este insecto a temperaturas inferiores a 25°C. Sin embargo,
son semejantes a los obtenidos por (Realpe-Aranda et al., 2007) quienes
reportaron que las larvas de G.mellonella a temperaturas constantes de 25y 30°C
pasaron por ocho instares, es importante sefialar, que la duracion en dias para
cada estadio fue diferente y que probablemente esto se deba a lo sefialado por
Cardoso (2007), quien indica que la duracion de los estadios larvales guarda una

relacion inversa con la temperatura y la humedad relativa, de modo que a medida
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gue estas aumentan la duracion del estadio es menor. Debido a que las
condiciones en que se realizd el ensayo fueron condiciones ambientales no
controladas con promedios de 28°C y 76% de HR (25°C-33°C; 58%-86%) y
posiblemente se deba a esto que algunos instares, obtuvieran una mayor
duracion.

El analisis de Kaplan-Meier indica que existe diferencia significativa (P=0.001) en
la supervivencia de los diferentes instares de G.mellonella (Larva, pupa y adulto),
pero donde se observd un mayor porcentaje de mortalidad fue en LI, LIl y LIV con
(27.5, 17.2 y 20.8%) respectivamente; esto posiblemente se debe a que son larvas
de tamafio muy pequefio y son sensibles a variaciones ambientales de
temperatura y humedad relativa, por lo que pueden presentar una mayor
probabilidad de ser afectadas por dafios mecanicos a la hora de evaluarse.

Para el estado de pupa la duracion fue de 9.22 dias en promedio, datos muy
similares a los obtenidos por (Neira y Manquian, 2004) que mencionan que para
esta fase la duracién es de 9 dias, en un rango de temperatura que va desde los
25-33°C (con 0.22 dias mas obtenidos en este trabajo de tesis). En la fase adulta
se registré un promedio de vida de 6.72 dias, en cual la hembra obtuvo un
promedio de 6.80 y el macho 6.6 dias. Por lo que son muy semejantes a los
encontrados por (Williams, 1990) quien menciona que el estado adulto de G.
mellonella puede sobrevivir 1 a 3 semanas (7 a 21 dias) en un rango de
temperaturas que van desde 28 a 35°C.

En estas condiciones la duracion total del ciclo biologico fue de 62.7 dias y se

registr6 una mortalidad de (12.4, 52.5 y 5.3%) para huevo, larva y pupa
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respectivamente; resultados muy parecidos a los obtenidos por (Realpe-Aranda
et al., 2007); en el que registraron 62.4 dias a una temperatura constante de 30°C
y a los mencionados por (Neira, 2006) la cual indica que de acuerdo a las
condiciones de temperatura, el ciclo puede ser de 30 a 62 dias con temperaturas
Optimas que van desde los 26° a 38° C, o de 5 meses con temperaturas mas bajas.
No obstante, el tiempo que dura el ciclo de desarrollo del insecto puede deberse
a los factores fisicos y biol6gicos del medio (Kopacek et al.,1995).

En nuestro estudio se obtuvo un TMS de 7.31y 7.00 dias, una CL50 de 5.8x10°y
1.8x108 conidios ml! para los aislados IDIAP D-Bb1400 y IDIAP RS-Cj006
respectivamente, no mostrando diferencias significativas entre ambos aislados
(P=0.41). Sin embargo, es notable que IDIAP D-Bb1400 mostré un porcentaje
inferior de mortalidad para cada concentracion presentando diferencias
intraespecificas en la concentracién 1x10° conidios ml** en donde alcanz6 un
100% de mortalidad, en comparaciéon a las concentraciones de 1x107 y 1x108
conidios mlt que lograron 80.0 y 86.6%, respectivamente de mortalidad en los
dias evaluados y por consiguiente su CL50 es un poco elevado en comparaciéon
a al aislado RS-006, aunque no mostro estadisticamente diferencias significativas
dentro de la misma cepa, cabe destacar que se logré una mortalidad de 90.0, 96.6
y 100%, para las concentraciones 1x107, 1x108 y 1x10° conidios mlt. No obstante,
a pesar de no presentar diferencias significativas, esta cepa mostré un porcentaje

levemente mas alto de mortalidad que el aislado IDIAP D-Bb1400).

Estos resultados son interesantes si se comparan con experimentos similares en

donde, C. javanica ha mostrado un gran potencial como agente de biocontrol para
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varias plagas de insectos, dando como resultados TMS similares a los nuestros
para larvas de lepidépteros y variando de acuerdo al orden de insecto, resulta
importante mencionar que esta cepa (IDIAP RS-Cj006) recientemente se
caracteriz6 molecularmente y fue encontrada y aislada a partir de (Trialeurodes
vaporariorum) mosca blanca (Gonzalez-Dufau, 2015) con accesion al (GenBank:
KM234218.1), lectotipo de la especie. En otras investigaciones se informa que C.
javanica, cepa URMA4993 causé 100% mortalidad de la termita asiatica
Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896) después de seis dias con una CL50 de
4.86x10° conidios mlIt y TMS es de 2,26 dias (Lopes et al., 2011). Asimismo,
causo6 una mortalidad del 88,1% del pulgon verde del melocotén Myzus persicae
(Sulzer, 1776) con TMS de cuatro dias; 85% de mortalidad en cinco dias frente a
trips amarillo del sur Thrips palmi Karny; y 79,62% de mortalidad en ocho dias
contra la polilla del té Andraca theae (Matsumura, 1909) (Hu, 2014). Otro estudio
demostré que C. javanica fue patdgeno para dos especies de afidos, Hyalopterus
pruni (Geoffroy, 1762) y Aphis pomi de Geer, causando 66,67 y 75,59% de
mortalidad, respectivamente, después de seis dias inoculacibn con una
suspension que contenia 1x108 conidios mlt (Hasan et al.,, 2012). Incluso,
Cordyceps javanica fue moderadamente virulenta contra la polilla gitana
Lymantria dispar (Linnaeus) (mortalidad 58-100%) al sumergir las larvas en la

suspension de conidios (1x108 conidios mIt) (Shimazu y Takatsuka, 2010).

En el caso de Beauveria bassiana el aislado (IDIAP D-Bb1400), alcanzé un TMS
de 7.31 dias y una CL50 de 5.8x108 conidios mI%, por lo tanto, fue moderadamente

menos virulenta y causo una mortalidad inferior a IDIAP RS-CjO06, en las
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concentraciones evaluadas, cabe destacar que no hubo diferencias significativas
entre estas y que ambas mostraron un 100% de mortalidad en la concentracion
1x10° conidios ml1. Estos resultados, son similares a los obtenidos por Gonzalez-
Dufau et al. (2020), con estos aislados evaluados en Hypothenemus hampei;
quienes reportan 100 % de mortalidad a los 15 dias y Tiempo letal medio (TL50)
de 3.98 dias para el aislado IDIAP RS-Cj006 y 7.86 dias para el aislado IDIAP D-

Bb1400.

Bidochka et al. (2002), evalu6 61 aislados de B. bassiana a una concentracion de
1x107 conidios ml! y reportando un TMS de 3,2 dias para G. mellonella. Sin
embargo, estos resultados difieren de los obtenidos en esta investigacion y puede
asociarse a que, la patogenicidad de cada cepa esta influenciada por
componentes de origen genético (Mena, 1999). Por otro lado, los TMS para
Bemisia tabaci (Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera:
Aleurodidae) en donde ninfas fueron tratadas con Aislamientos de B. bassiana
varian de 5.9 a 7.4 dias (Quesada Moraga et al., 2006a). En otros estudios el TMS
fue de 5,4 a 14,4 dias para 10 aislados de B. bassiana en concentraciones de
(1x107 y 1x108 conidios mlt) para la patogenicidad frente a Ceratitis capitata
(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) (Quesada Moraga et al., 2006b). Ademas, en
adultos de Agrilus planipennis (Fairmaire) (Coleoptera: Buprestidae) tratado con
tres aislamientos B. bassiana (1x107 conidios ml?) (Liu y Bauer, 2006) el TMS fue

de 4,2 dias.

Es importante mencionar que el potencial patogénico de ambos aislados IDIAP

RS-Cj006 y IDIAP D-Bb1400 podria estar influenciado por diversos factores: a)
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presencia de adherencias en la superficie de los conidios en union a la cuticula de
insectos (Anand et al., 2009), b) una o mas factores de virulencia como quitinasas,
proteasas Prl y Pr2. (Anand et al., 2009; Santi et al., 2010) y c) presencia de
coldgeno capa protectora que permite a los hongos superar la inmunidad innata
de los insectos cuando llega el hongo en contacto con la hemolinfa (Anand et al.,
2009 y Freed et al., 2012). Por lo que es importante seguir evaluando diferentes
aislados de hongos entomopatégenos, como las de este estudio, debido a su

posible potencial en el control de plagas en la agricultura.
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5. CONCLUSIONES.

> La metodologia y dieta utilizada en nuestro estudio para la cria y
mantenimiento del insecto modelo de estudio Galleria mellonella, fue
exitoso y garantiza una poblacibn permanente para diversas
investigaciones.

> El tiempo del ciclo de vida de G. mellonella bajo condiciones ambientales
locales fue de 62.7 dias en promedio, se establecié ocho instares larvarios
tomando como referencia el ancho de la exuvia de la capsula cefalica, la
cual oscilo entre 0.18+1.39 mm en el instar | hasta alcanzar un ancho de
2.491+4.10 mm en el instar VIII.

» Ambos aislados fungicos fueron patogénicos contra el V instar de G.
mellonella, en donde la mortalidad para el aislado IDIAP D-Bb1400 fue de
80, 86 y 100% para las concentraciones 1x107, 1x108, 1x10° conidios ml?
respectivamente y para IDIAP RS-Cj006 oscilé entre 90% para la
concentracion 1x107 conidias mIt y 100% para 1x10° conidias ml.

> Los aislados utilizadas en esta investigacion tienen un gran potencial segun
nuestros resultados para su futura aplicacion en la agricultura y

biotecnologia.
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6. RECOMENDACIONES

» Mantener una cria permanente de Galleria mellonella para diversos
estudios con diferentes microorganismos biocontroladores de plagas

agricolas.

» Contar con crias establecidas de diversos insectos plagas en la agricultura,
para la evaluacidon del potencial patogénico de diversos hongos

entomopatdégenos.

» Realizar colectas en diversos de hongos entomopatégenos en diversos
puntos de nuestro pais, con el propésito de contar con una coleccién de
estos microorganismos y tener siempre este recurso para docencia e

investigaciones.

» Continuar evaluando estos y otros aislados de hongos entomopatégenos

con gran potencial en el control biolégico.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Determinacion de la cantidad de instares de G. mellonella, tomando
como referencia la exuvia de la capsula cefalica.

Anexo 2. Colonizacion y emergencia de estructuras fungicas del aislado IDIAP
D-Bb1400, sobre larva de G. mellonella.
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Anexo 3. Sintomatologia (melanizacion) ocasionada por la infeccion del aislado
IDIAP RS-CJ006.

Anexo 4. Larva colonizada por el aislado IDIAP D-Bb1400.



