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SELECCION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS PARA EL CONTROL DEL
“CHAPE DEL CEREZO” Caliroa  cerasi L. (HYMENOPTERA:
TENTHREDINIDAE)

SELECTION OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI TO CONTROL “SLUG
CHERRY?” Caliroa cerasi L. (HYMENOPTERA: TENTHREDINIDAE)

|. RESUMEN

Caliroa cerasi es considerada una importante plaga en cerezo, debido al dafio que
causan las larvas al follaje. Su control se efectlia con insecticidas sintéticos, sin
embargo una alternativa al control quimico es el uso de hongos entomopatégenos.
El objetivo general de la investigacion fue evaluar la patogenicidad de 15
aislamientos de los géneros Beauveria y Metarhizium en bioensayos con larvas de
C. cerasi. La identificacion molecular de los aislamientos indicé que 13 de ellos
pertenecen a Metarhizium anisopliae var. anisopliae y dos a Beauveria bassiana.
El porcentaje de mortalidad diaria determiné que tres de los aislamientos (Qu-
B931, Qu-M421, Qu-M592) alcanzaron un 100% de mortalidad de larvas
alimentadas con hojas inoculadas con conidias suspendidas en agua (1 x 10°
conidias mL™?) al cuarto dia de evaluacion, a diferencia del testigo tratado con
agua destilada estérii que no presentd mortalidad. La evaluacion con
suspensiones crecientes 10%, 10°, 10°10” y 10° del indculo (Qu-M421 y Qu-M592),
demostraron que hubo un incremento significativo en la mortalidad de larvas, sin
embargo al ser comparados los valores de CLsp y CLgg no se obtuvo diferencias
significativas entre los dos tratamientos. De cinco aislamientos probados en suelo,
el Qu-M490 alcanzé un 39% de mortalidad de pupas, a diferencia de los otros
cuatro aislamientos no que superaron el 15% de mortalidad. La persistencia de
conidias del aislamiento Qu-M421 bajo condiciones de campo sobre follaje de
cerezo, mostré una reduccion del porcentaje de mortalidad de larvas, al
incrementar el namero de horas expuestas a radiacion solar, lo que demuestra
que a pesar de ser patogénica a larvas de cerezo su efectividad se reduce en
aplicaciones de campo.

Palabras indice adicionales: Beauveria, Metarhizium, patogenicidad, conidia,

concentracion letal, bioensayo.



II. SUMMARY

Caliroa cerasi is a major pest in cherry, which causes severe leaf damage and is
normally controlled by synthetic insecticides. However, an alternative to chemical
control is the use of entomopathogenic fungi. The overall objective of this research
was to evaluate the pathogenicity of 15 isolates of Beauveria and Metarhizium in
bioassays with larvae of C. cerasi. The molecular identification of isolates through
amplification of the ITS region, indicated that 11 of these belong to Metarhizium
anisopliae var. anisopliae and two were identified as Beauveria bassiana. The
evaluation of the mortality percentage per day determined that the isolates Qu-
B931, Qu-M421 and Qu-M592 achieved 100% mortality of larvae fed with
inoculated leaves with conidial suspension in water (1 x 10® conidia mI™) at the
fourth day. The control treatment showed no mortality. The evaluation with
increasing concentrations of the inoculum 10, 10°, 10°,10” and 10® (Qu-M421 and
Qu-M592), showed that there was a significant increase in the mortality of larvae.
However when the lethal concentrations LCsp and LCgoy were compared, no
statistical differences were found between the two treatments. Five isolates were
tested in soil isolates, the Qu-M490 isolate achieved 39% mortality of pupae, and
other four isolates did not exceed 15% mortality. The viability of conidia of the
strain Qu-M421 on cherry foliage under field conditions showed a reduced mortality
rate of larvae, when increasing the number of hours exposed to solar radiation.
This demonstrates that, in spite of strain being pathogenic to larvae, their
effectiveness can be reduced in field applications.

Key words: Beauveria, Metarhizium, pathogenic, conidia, lethal, concentration,

bioassay.

lIl. INTRODUCCION

El cerezo (Prunus avium L.) es una de las principales especies fruticolas de
exportacion en Chile, el afio 2014 la superficie plantada alcanz6 las 16.933
hectareas. Las exportaciones de cerezas dulces frescas durante el mismo afio
alcanzaron las 85.250 toneladas, con un total de 535 millones dolares FOB. A

estas cifras se suman las exportaciones de cereza dulce organica fresca, que



durante el periodo 2012 — enero 2015 lograron un total de 58.800 dodlares en
producto exportado (ODEPA, 2015). Los principales mercados de exportacién son
Estados Unidos, China y la Union Europea, cuyos consumidores prefieren
productos con bajos niveles de pesticidas (Mareggiani et al., 2012).

Una de las mayores restricciones para el incremento de la produccion
agricola son las pérdidas causadas por plagas, enfermedades y malezas. Estas
pérdidas alcanzan el 40% del potencial productivo y a pesar del aumento en el
mercado del uso de pesticidas, las pérdidas continlan relativamente constantes
(Vega et al., 2009). La produccion de cerezas de alta calidad requiere de un
adecuado monitoreo y control de plagas, sin embargo las regulaciones de
proteccion medioambientales y la preocupacién por la contaminacién de frutos con
pesticidas por parte de los consumidores de cerezas y otras frutas, han llevado a
desarrollar métodos de control amigables con el medioambiente, dentro de éstos
el manejo integrado de plagas permite regular las poblaciones de insectos plaga
en diversos cultivos (Kutinkova & Andreev, 2004).

En sistemas de produccion organica donde el uso de insecticidas sintéticos
es reducido o reemplazado por entomopatégenos (virus, bacterias, hongos y
nematodos), meétodos de confusion sexual, insecticidas de origen vegetal,
parasitoides o depredadores (Mareggiani et al., 2012), ofrecen un efectivo control
de plagas en carozos tales como: Grapholita molesta (Lepidoptera: Tortricidae),
Synanthedon exitiosa (Lepidoptera: Sesiidae), Conotrachelus nenuphar
(Coleoptera: Curculionidae) y Rhagoletis indifferens (Diptera: Tephritidae) (Lacey &
Shapiro, 2008).

Una de las principales plagas en el cultivo de cerezo es Caliroa cerasi L.,
conocida en Chile como el “chape del cerezo”. La plaga afecta a diversos frutales
incluyendo: Prunus cerasus L. (guindo), P. avium L. (cerezo), P. domestica L.
(ciruelo), Cydonia oblonga M. (membrillo) y Pyrus communis L. (peral), ademas
de atacar a diversas especies ornamentales tales como Sorbus spp., Crataegus
spp., Cotoneaster spp. Rubus spp. y Rosa spp. (Raddatz & Carrillo, 2008).

Las larvas consumen el parénquima foliar de las hojas dejando las nervaduras y la

cuticula inferior intacta (Artigas, 1994). Severas infestaciones de la plaga pueden



reducir el vigor de los arboles (Shaw et al., 2004), los dafios son de tal naturaleza
que éstos privados durante varios afos seguidos de su follaje acaban por perecer
(Izquierdo, 1921).

Este insecto es poco comun en huertos con manejo convencional
(Gonzélez, 1989), su control no representa problemas con el uso de insecticidas,
sin embargo bajo manejo organico puede llegar a ser un serio problema (Shaw et
al., 2004). Las aplicaciones de azufre son usadas para su manejo (Smirle & Wei,
1996), sin embargo es necesario contar con estrategias eficientes para el control
de esta plaga en sistemas con manejo integrado de plagas.

Caliroa cerasi L. (Hymenoptera: Tenthredinidae)

El género Caliroa es originaria de la region Holodrtica las especies encontradas en
el Neotrépico son una introduccion, su método o forma de introduccion es
desconocida (Smith, 2003). Caliroa cerasi es nativa de la region Paleartica y fue
introducida a diversas zonas del mundo (Carl, 1972). El primer reporte de esta
plaga se registra en Europa en 1749 por Réaumur (Webster, 1912). El primer
estudio de C. cerasi en el continente americano fue realizado por el Prof. Peck
W.D. de la Universidad de Harvard, quién escribid6 un ensayo en 1797 titulado,
“The Natural History of the Slug-worm” (Webster, 1912). Posteriormente se reportd
en Nueva Zelanda en 1870 (Webster, 1912) y en Tasmania (Australia) en 1889
(Naumann et al., 2002). En Chile se observé por primera vez en 1895 en
Talcahuano (Octava Region) por Manuel J. Rivera en cerezos, perales y ciruelos
(Artigas, 1994).

Distribucion Geografica

Esta plaga se encuentra distribuida en el hemisferio norte (Europa, Norte de
Africa, Norteamérica y Japon), asi como en Australia, Nueva Zelanda y Sudaéfrica,
ademas se encuentra en algunos paises de Sudamérica como: Argentina,
Colombia, Chile y Uruguay (Mareggiani et al., 2012). Su extensa distribucion

geografica sugiere una amplia tolerancia climética y ecolégica (Carl, 1972).



Taxonomia
La clasificacion taxonomica indica que pertenece al orden Hymenoptera, familia
Tenthrenididae, subfamilia Heterarthrinae, género Caliroa, especie cerasi. Fue
descrito por Linné en 1758 (Weltz & Vilhelmsen, 2013).
Morfologia
El adulto es un insecto pequefio de 4,0 a 6,0 milimetros de largo, de color negro
brillante (Artigas, 1994), revestido de una corta pilosidad gris (Gonzalez, 1989). La
cabeza es ancha como el torax, los ojos son negros y los tres ocelos color rojo
oscuro, antenas negras de 9 segmentos atenuadas suavemente hacia el 4pice
(Artigas, 1994), el tercer segmento mas largo casi tanto como los cuatro
terminales, el cuarto segmento le sigue en tamafio. Térax realzado, con surcos
pronotales y pleurales muy hundidos, el dorso del térax es negro, liso, brillante,
alas hialinas con estigma negro (Gonzalez, 1989), con una envergadura de 11,0 a
12,0 milimetros, transparentes, con brillo iridiscente, las venas abundantes, son
castafio oscuras hacia el dorso y mas claras hacia el area ventral; el primer par de
alas presenta una franja transversal ligeramente oblicua, de tono ahumado. Las
patas son castafio oscuro. Abdomen plano dorsalmente tenue, termina en un
ovipositor en forma de sierra (Artigas, 1994). Dientes ventrales agudos e
irregulares (Gonzalez, 1989). Las hembras son partenogénicas y el macho es
desconocido en América y poco frecuente en Europa, pero comun en Turguia
(Smith, 1971).

La larva alcanza hasta 8 milimetros de largo (Gonzalez, 1989), posee tres
patas toracicas cortas, carnosas con ventosas en el extremo (Artigas, 1994).
Espuripedios en niamero de 7 pares, carece de espuripedio anal. Espiraculos
abdominales con musculos aliformes. Tegumento verde oscuro, con pliegues
transversales y recubiertos de un fluido reluciente producido por glandulas
dorsales que le confieren una apariencia viscosa (Gonzalez, 1989), de cuerpo
grueso, mas alto y ancho en la parte anterior. La cabeza es pequefia, castafio
oscura, craneo oculto, hundido en el protérax siendo solo visible desde el costado

(Artigas, 1994). Cabeza y térax mas ensanchados que los segmentos posteriores



(Gonzalez, 1989). Durante la etapa final de desarrollo, la larva alcanza una
longitud de 12 milimetros (Artigas, 1994).

Ciclo de Vida

Su ciclo comienza a mediados del mes de octubre en Chile, donde aparecen los
primeros adultos. Posteriormente aparecen dos generaciones mas durante el mes
de diciembre y nuevamente a comienzos del mes de febrero (Gonzalez, 1989). La
oviposicion de las hembras adultas se inicia en primavera (Artigas, 1994).

Caliroa cerasi es un insecto holometabolo, presenta los estados de adulto,
huevo, larva y pupa. La hembra adulta deposita los huevos bajo la cuticula de la
cara superior de la hoja desde el envés, introduciendo su aparato ovipositor a
través de la ldmina foliar hasta alcanzar la cuticula superior. Cada hoja puede
contener hasta 12 huevos (Gonzalez, 1989). Las hembras colocan un promedio de
47 huevos durante su vida adulta. El tamafo del huevo se incrementa durante la
embriogénesis (Carl, 1972).

El lugar donde esta depositado el huevo en la hoja luce como una pequeiia
mancha circular (2,5 milimetros de diametro) de aspecto aceitoso. Los huevos son
de color amarillo verdoso, al ser depositados forman una vesicula que contiene
aire, ya que se produce un espacio vacio cuando el huevo es introducido. De esta
manera queda contenido entre la epidermis superior de la hoja y el parénquima de
la misma, quedando protegido de tal manera que no pueda desprenderse o
destruirse. Esto puede explicar el alto porcentaje de huevos que dan origen a un
gran namero de larvas (Izquierdo, 1921).

Luego de 7 a 10 dias de incubacién emergen las pequefias larvas que
inicialmente se alimentan del corién del huevo (Gonzalez, 1989), durante las dos
primeras etapas de alimentacion causan lesiones insignificantes en una limitada
area de la superficie de la hoja, posteriormente las larvas se alimentan de la
epidermis superior y del mesofilo, dejando intacta la epidermis inferior. En etapas
posteriores, se observa una pronunciada esqueletizaciéon. Si el ataque es grave,
resultado del hacinamiento y competencia por alimento, arboles enteros son
completamente defoliados. Durante periodos cortos de lluvia las larvas se mueven

hacia el lado inferior de las hojas y la alimentacién ocurre de manera diferente a lo



usual, la epidermis superior se mantiene intacta. El estado larval demora entre 21
y 30 dias, durante los cuales sufren 4 mudas (écdisis). En la ultima etapa larval no
se alimenta, camina, cae a la tierra y forma la pupa en el suelo (Carl, 1972). Para
pupar, las larvas se dejan caer al suelo y penetran entre 20 y 70 milimetros,
dependiendo de la humedad y textura del suelo. Hiberna bajo suelo en estado de
diapausa en un capullo de tierra, el geocio o celda pupal, estd formado por la
secrecion de una sustancia marron-blanquecina y particulas de tierra (Carl, 1972),
que alcanza los 6,0 milimetros de largo por 2,5 milimetros de ancho. En
primavera, se forman una eoninfa y los adultos emergen en una forma de proninfa

(Carl, 1972). Las hembras adultas emergen entre los 12 y 20 dias luego de la

diapausa para iniciar de inmediato un nuevo ciclo (Artigas, 1994).

Figura 1. Ciclo de vida de Caliroa cerasi L. A. Adulto. B. Huevo. C. Larva. D. Pre-
pupa.

Métodos de control para Caliroa cerasi
Los métodos de control para C. cerasi en sistemas tradicionales de cultivo se
basan en el uso de insecticidas organosintéticos fosforados y piretroides (Pino et
al., 2007). En ataques préximos a la cosecha o posterior a ésta, se aplica
insecticidas de baja carencia. El control quimico orientado a la escama de San
José (Quadraspidiotus perniciosus C.) después de la cosecha, también contribuye
al manejo de las larvas de C. cerasi (Grau, 2007).

Durante décadas, diferentes métodos de control han sido evaluados en
produccion organica para el control de C. cerasi tales como: extracto de neem
(Smirle & Wei, 1996), Peak Plus compuesto derivado de acidos grasos (Pino et al.,

2007), pyrethrum + aceite mineral (Wearing, 2011), uso de cultivares de baja



susceptibilidad a dafio por larvas de C. cerasi (Shaw et al., 2004), parasitoides de
la familia Ichneumonoidea (Naumann et al., 2002), Beauveria bassiana (Aslantas
et al., 2008), Bacillus cereus y Brevibacillus brevis (Dadasoglu et al., 2014), han
sido reportados hasta la fecha.

Hongos entomopatégenos para el control de insectos plagas

Se han desarrollado alrededor de 170 productos basados en hongos
entomopatdégenos, que pertenecen a los géneros Beauveria, Metarhizium,
Lecanicillium e Isaria, la mayoria producidos comercialmente por su relativamente
facil produccion en masa (Vega et al, 2009).

B. bassiana (Balsamo) Vuillemin y Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
son enemigos naturales de una amplia gama de insectos y aracnidos (Meyling &
Eilenberg, 2007). El género Beauveria ha sido extensivamente estudiado con
potencial de control para aproximadamente 70 especies de plagas en diferentes
cultivos (Aslantas et al., 2008). El género Metarhizium es conocido por infectar a
mas de 200 especies de insectos, muchos de los cuales son considerados plagas
en agricultura y foresteria. Algunas cepas de M. anisopliae var. majus manifiestan
especificidad a insectos del orden Coleoptera, cepas de M. flavoviride con
especificas a insectos del orden Orthoptera y M. album a insectos del orden
Hemiptera (Bidochka & Small, 2005).

Los hongos entomopatdgenos son los Unicos microorganismos capaces de
ingresar a través de la cuticula del insecto, a diferencia de otros patégenos que
necesitan ingresar al intestino del insecto para causar dafio. La patogénesis se
inicia con la adhesion de una conidia a la cuticula del insecto, para que el proceso
de entrada sea eficiente. El apresorio y las enzimas liticas concentran la energia
fisica sobre una pequefia area de la cuticula, sin embargo la infeccion puede ser
interrumpida en la epicuticula si un factor esencial esta ausente, tales como: baja
humedad, inhabilidad de utilizar los nutrientes de la superficie de la cuticula o
ausencia de factores necesarios para el reconocimiento de un huésped
susceptible (Hajek & Legger, 1994).

Una vez que la epicuticula es penetrada, el progreso a la cuticula a traves

de las hifas que se extienden lateralmente puede causar fracturas y facilitar la



dispersién de enzimas degradadoras producidas por el patdgeno. El hongo invade
el hemocele y el huésped muere por la combinacién del dafio mecanico producido
por el crecimiento del hongo, agotamiento de nutrientes y toxicosis. Los
metabolitos producidos por los hongos entomopatégenos ayudan a la degradacion
de la cuticula a través de enzimas que destruyen o modifican la integridad
estructural del huésped; son ademas capaces de inhibir procesos o de interferir
con los sistemas de regulacion del huésped. Tal dafio, asociado con sintomas de
la enfermedad, puede ser producido tanto por las enzimas del patdogeno y por sus
metabolitos de bajo peso molecular (toxinas) (Hajek & Legger, 1994). Durante la
infeccion, Metarhizium produce destruxinas o toxinas que aceleran la muerte en
insectos infectados (Schrank & Henning, 2010). Ademas produce enzimas
extracelulares  como proteasas  (Prl), tripsinas, carboxipeptidasas,
aminopeptidasas entre otras, que estan involucradas en la degradacion de la
cuticula (Bidochka & Small, 2005). Beauveria por otro lado es capaz de producir
metabolitos secundarios con efecto insecticida de bajo peso molecular,
principalmente péptidos ciclicos tales como beauvericina y bassianolida
(Zimmermann, 2007) implicados en la patogénesis y virulencia de insectos
(Rehner et al., 2011).

La infeccién culmina con la salida del hongo a través de la ruptura de la
cuticula para la formacion y dispersion de conidias (Louela et al., 2005). La conidia
es la unidad infectiva adquirida por nuevos insectos huésped (Furlong & Pell,
2005), a través del contacto directo entre cadaveres infecciosos y huésped
susceptible, indirectamente por conidias transportadas por el aire, por conidias
depositadas en la vegetacion o en particulas de suelo. Los entomopatdégenos
deben producir suficientes conidias infecciosas en cada generacion y mantener
viables las poblaciones. La produccion con frecuencia requiere de la liberacion de
un nimero masivo de conidias desde el cadaver del huésped las que deben ser
dispersadas bajo las condiciones medioambientales prevalecientes (Boomsma et
al., 2014).

La persistencia de las conidias en el medio ambiente esta influenciada por

la disponibilidad de agua, temperatura y luz ultravioleta (UV). La luz solar contiene
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UVA (315-400 nm), UVB (280 — 315 nm) y UVC (100 — 280 nm), de las cuales la
UV-B tiene accion directa sobre el ADN (Roberts & Leger, 2004). Las conidias son
muy susceptibles a la radiacion (UV), el dafio causado no solo afecta a los acidos
nucleicos, ademas se observan dafios a proteinas, lipidos y membranas. La
exposicidbn a la radiacién ultravioleta puede causar alteraciones genéticas y
fisiolégicas, que reducen la virulencia o retrasar la germinacion de conidias (Inglis
et al., 1995). Un factor fundamental para el éxito del uso de hongos
entomopatdégenos en las aplicaciones en campo es su persistencia. La seleccion
de cepas con alta tolerancia a la radiacion UV-B puede disminuir el nimero de
aplicaciones necesarias en campo (Farenhorts, 2010) y con esto incrementar la
eficacia de los bioinsecticidas contra insectos plaga (Fernandes et al., 2007).

Varios aislamientos de hongos entomopatdgenos nativos se han evaluado
con éxito en el control de numerosas plagas en cultivos y arboles frutales en Chile.
Algunos de ellos son: cabrito de la frambuesa Aegorhinus superciliosus (France et
al., 2000), capachito de los frutales Asynonychus cervinus (France et al., 2002),
polilla del tomate Tuta absoluta (Rodriguez et al., 2006), cuncunilla negra de las
praderas Dalaca pallens (Devotto et al., 2008) y chanchito blanco Pseudococcus
viburni (Pereira et al., 2011).

El manejo tradicional en huertos de cerezo permite un control adecuado de
la plaga con insecticidas de sintesis quimica, sin embargo existen pocas
alternativas al uso de insecticidas quimicos en el manejo y control de C. cerasi en
cerezo. El objetivo general de esta investigacion fue evaluar la efectividad de
aislamientos de hongos entomopatdégenos nativos para el control de C. cerasi,
obtenidos de la Coleccion Chilena de Recursos Genéticos Microbianos. Los
objetivos especificos fueron: 1) Seleccionar aislamientos de Beauveria spp. y
Metarhizium spp. patogénicos a larvas de C. cerasi, mediante aplicaciones
indirectas (follaje), 2) Determinar la concentracion letal CLsg y ClLgo de los
aislamientos de Beauveria spp. y Metarhizium spp. mas promisorios, 3) Evaluar el
porcentaje de mortalidad en pupas de C. cerasi en suelo inoculado, 4) Analizar el

grado de similaridad genética entre aislamientos usando herramientas
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moleculares, 5) Evaluar la viabilidad de los mejores aislamientos de Beauveria
spp. y Metarhizium spp. en follaje de cerezo.

IV. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en los laboratorios del Centro Tecnologico de Control
Biologico (CTCB) y el Banco de Recursos Genéticos Microbianos del Instituto
Investigaciones Agropecuarias (INIA) Quilamapu, Chillan, Chile.

1. Origen y multiplicacion de aislamientos

Los 15 aislamientos nativos de Beauveria spp. y Metarhizium spp. que formaron
parte de este estudio pertenecen a la Coleccién Chilena de Recursos Genéticos
Microbianos de INIA. La coleccion se obtuvo originalmente de muestras de suelo y
de insectos enfermos colectados en terreno a lo largo del pais (France et al.,
2000). El origen y la ubicacion geogréafica de los aislamientos se detallan en la
tabla 1.

Los aislamientos se recuperaron desde criopreservacion a -152 °C, para
multiplicarlos en placas Petri con agar-insecto (70 g L™ de larvas de Galleria
melonella, 18 g L™ de agar-agar, 15 g L™ de glucosa). Las placas inoculadas se
mantuvieron a 24°C en oscuridad durante cinco dias. A partir de un cultivo
multiesporico, inoculado en medio agar-agua (20 g L™), se obtuvieron cultivos
monoesporicos, luego de 24 horas posteriores a la inoculacién y mediante
observacién microscépica se aislé una conidia, la cual se colocé en el centro de la
placa que contenia medio de cultivo agar-papa-dextrosa (APD) y se espero el
desarrollo de los aislamientos a 24 °C por siete dias. Los cultivos monospadricos se
re-inocularon en tubos de ensayo, que contenian 3 mL™ de APD. Posteriormente
las conidias obtenidas se multiplicaron en arroz, se deshidrataron y fueron
envasadas al vacio, para su posterior utilizacion en cada uno de los bioensayos.

2. Produccion del inoculo

Los aislamientos fueron multiplicados en arroz precocido estéril. Una vez
colonizado el arroz, éste fue pesado (50 g por aislamiento) y se agreg6 250 mL de
agua destilada estéril mas Tween 20 al 0,1%. La suspension fue agitada y

tamizada para separar las conidias de las semillas de arroz.
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Tabla 1.- Origen de aislamientos de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae,
pertenecientes al Banco de Recursos Genéticos, INIA Quilamapu.

Numero Aislamiento Especie Origen Ubicacion
geogréfica
1 Qu-B323 Beauveria spp. * Muestra de Chaca, Arica, |
suelo Region
2 Qu-B247 Beauveria spp.  *Muestra de suelo  Melipilla, Region
Metropolitana
3 Qu-M185 Metarhizium spp. *Muestra de suelo  Pradera Natural
4 Qu-M592 Metarhizium spp. *Muestra de suelo Santa Rosa,
huerto
frambuesas, VI
Region
5 Qu-M82 Metarhizium spp. Naupactus El Carmen, VIII
xanthographus Region
6 Qu-M246 Metarhizium spp.  *Muestra suelo Canete, rastrojos,
VIII Regiodn
7 Qu-M221b  Metarhizium spp. *Muestra de suelo Bahia mansa,
renoval,
X Region
8 Qu-M363 Metarhizium spp.  Sericoides viridis  Pinto, VIII Regién
9 Qu-B931 Beauveria spp. Dalaca pallens Remehue, Osorno
X Region
10 Qu-M410 Metarhizium spp. *Muestra de suelo  Soc. Campesina
agroind. Puyehue,
pradera natural,
X Region
11 Qu-M421 Metarhizium spp. *Muestra de suelo  Soc. Campesina
agroind. Puyehue,
pradera artificial
X Region
12 Qu-M490 Metarhizium spp. Forficula La Fama, X
auricularia Regién
13 Qu-M430 Metarhizium spp. *Muestra de suelo  Osorno, pradera
natural X Region
14 Qu-M230 Metarhizium spp. *Muestra de suelo Maicolpue,
bosque nativo,
orilla de rio, X
Region
15 Qu-M791b  Metarhizium spp. *Muestra de suelo Rio Aysen, Xl
Regién

*Aislados obtenidos desde muestras de suelo utilizando Galleria melonella como cebo.
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Para calcular la concentracién de conidias mL™ de cada suspension, se realizé el
recuento en una camara de Neubauer, bajo observacion microscopica y un lente
40x. La concentracion de las suspensiones de cada aislamiento se ajusté a 1 x 10°
conidias mL™?, para realizar cada uno de los bioensayos.

3. Identificacién de aislamientos en estudio

3.1 Amplificacion de genes ITS. Los aislamientos de Beauveria spp. y
Metarhizium spp. fueron inoculados en 250 mL™ de medio de cultivo liquido papa-
dextrosa (PD) y cultivados en agitacion (120 revoluciones por minuto), durante
siete dias a 25 °C. Posteriormente se removio el micelio por filtracion utilizando un
embudo Buchner y papel filtro conectado a una bomba de vacio. El micelio fue
colocado en tubos Eppendorf y fue almacenado a — 20 °C. Para extraer el ADN
genomico, el micelio de cada aislamiento fue triturado en un tubo Eppendorf con
un pistilo estéril. La extraccion, se realiz6 utilizando el Kit de ADN Fungico
E.Z.N.A. OMEGA Bio-Tek, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante
(Omega Bio-Tek). La region espaciadora transcrita interna (ITS) del DNA
ribosomal de los aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana, fue amplificada con
los primers SSZ (5’- ATA ACA GGT CTG TGA TG - 3’)y LSU4 (5°- TTG TGC GCT
ATC GGT CTC - 3’) (Hausner et al.,, 1993). Las condiciones de amplificacion
fueron: un ciclo a 95 °C por 3 min, seguidos por 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
ab5°Cy2mina 72 °C, terminando con un ciclo de extensiéon de 10 min a 72 °C.
La mezcla de reaccion, de un volumen total de 20 pl, contenia: 1X buffer de
reaccion, 0,2 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 0,5 uM de cada primer (Sigma-Genosys,
Oakville, ON) y 1U Taq polimerasa (Gibco/BLR, Burlintong, ON).

La amplificacion se realizé6 en un termociclador Eppendorf Mastercycler
gradient, los productos de la amplificacion fueron tefiidos con SYBR Green y
visualizados bajo luz UV mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% de
TAE 1X (Invitrogen), como marcador de tamafio se utiliz6 100 bp ladder
(Promega). Los amplicones PCR fueron purificados usando el kit Quiagen
(QlAquick), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Inglis et al., 2007).
3.2 Anélisis de la secuencia. Los productos amplificados luego de la PCR, fueron

enviados para su secuenciacion a la empresa Macrogen Corp. Corea. Las
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secuencias fueron comparadas con secuencias de referencia, obtenidas de la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), luego
fueron sometidas a un analisis con el programa GeneTool 2.0. y posteriormente
fueron alineadas con la aplicacion Blast del programa MEGA 6.0. El arbol
filogenético fue construido basdndose en el método de distancia neigbor-joining
(Inglis et al., 2007), para agrupar los aislamientos en base al grado de similaridad
entre secuencias de distintas especies y entre especies del género Metarhizium y
Beauveria.

El analisis filogénetico de la regiones espaciadoras transcritas internas (ITS)
1y 2, se realizé con secuencias de 15 aislamientos de hongos entomopatégenos
(Inglis et al., 2007), 3 aislamientos de Beauveria y 12 aislamientos de Metarhizium,
las cuales fueron comparadas con 12 secuencias de la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

1. Bioensayos

3.1 Larvas

Los bioensayos se realizaron con larvas (L2) de C. cerasi, colectadas en un huerto
de cerezos sin aplicaciones de insecticidas de la region del Bio Bio (36° 32’ S, 71°
55’ W). Las hojas de cerezo fueron retiradas de los arboles y depositadas en
recipientes. Posteriormente cada larva fue seleccionada por su tamafio entre 8 y
12 milimetros de largo.

3.3 Seleccidn de aislamientos patogénicos para larvas de C. cerasi

La seleccion evaluar patogenicidad se realizé con 15 aislamientos de hongos
entomopatdégenos de Beauveria y Metarhizium (Tabla 1). La suspension de
conidias estandarizada de Beauveria y de Metarhizium, fue aplicada mediante la
inmersion de las hojas en la suspension, como tratamiento testigo se utilizé agua
destilada estéril. Se recorto el area de la hoja donde se encontraba la larva y sobre
cada hoja inoculada con la suspensién, se colocé 10 larvas de C. cerasi, cada
una de las hojas con larvas fue colocada sobre una toalla de papel absorbente
humedecido, dentro de recipientes de 18 x 22 x 5 cm, los que fueron colocados en
una camara de crecimiento RGX-250 a una temperatura constante de 22 °C y
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.



15

3.4 Mortalidad de larvas

La evaluacion de la mortalidad de larvas se realiz6 diariamente, durante siete dias
posteriores a la alimentacion con hojas inoculadas con hongos entomopatdégenos.
Las larvas muertas se trasladaron a placas de 10 pocillos, las cuales fueron
cubiertas con una tapa y papel absorbente humedecido con agua destilada estéril.
La temperatura de incubacion de cadaveres en el interior de la sala present6é un
promedio de 20 °C. Las mortalidades de los grupos expuestos fueron corregidas
por la formula de Abbott (1925):

MC = (% mortalidad tratamiento - % mortalidad testigo) x 100
(100 - % mortalidad testigo)

Disefio Experimental. Se emple6 un disefio experimental completamente al azar,
cuya unidad experimental estuvo constituida de un grupo de 10 larvas de C. cerasi
de similar tamafio, con cuatro repeticiones, mas un control sin inoculo. Los
porcentajes de mortalidad fueron corregidos por la formula de Abott (1925) y los
valores porcentuales fueron transformados por la formula arccoseno Vx/100 previo
al andlisis de varianza y normalidad. Se empleé la prueba de Tukey (Gomez y
Gbomez, 1984) para la separacion de medias para lo cual se usoO el software
estadistico InfoStat (2014).

3.5 Inoculacién de suelo con aislamientos de hongos entomopatégenos

El ensayo de inoculacion de suelo se realiz6 con 5 aislamientos de hongos
entomopatdégenos, que superaron el 50% de mortalidad en el ensayo de seleccién
de aislamientos patogénicos.

Se peso6 70 g de suelo no estéril derivado de ceniza volcanica (Arrayan, medial,
amorphic, thermic, Humic Haploxerands) (Stolpe, 2006) (36°35’S, W72°05), se
retird los restos de vegetacion presente, se tamizé el suelo y luego se coloco en
recipientes con orificios para permitir el paso de aire. Posteriormente se inocul6
con 50 mL™ de suspensién a una concentracién de 1 x 10° conidias mL™. Se
colocé dos hojas de cerezo con larvas de C. cerasi en su ultimo estado larval, de

color amarillo intenso. Para pupar las larvas ingresaron en el suelo y penetraron
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entre 20 y 70 milimetros de profundidad (Carl, 1972). Al dia 15 post-inoculacion se
tamizo el suelo y se realiz el recuento del nimero de pupas de cada tratamiento.
Se abrieron las camaras pupales y se dividieron en tres grupos, las pupas vivas,
las pupas muertas que presentaban colonizacion por hongos entomopatégenos y
las larvas que habian muerto por otras causas.

Disefio Experimental. Cada tratamiento tuvo 6 repeticiones y 10 larvas por
unidad experimental en un disefio completamente al azar, mas un control sin
indculo. Los porcentajes de mortalidad fueron corregidos por la formula de Abbott
(1925) y los valores porcentuales fueron transformados por la formula arccoseno
\x/100 previo al andlisis de varianza y normalidad. Se emple6 la prueba de Tukey
(Gomez & Gomez, 1984), para la separacion de medias para lo cual se uso el
software estadistico InfoStat (2014).

3.6 Evaluacion de la Concentraciéon Letal CLspy Clgg

El ensayo de concentraciéon letal, se realizé con dos aislamientos (Qu-M592 y Qu-
M421, de la especie Metarhizium anisopliae) que alcanzaron el 100% de
mortalidad de larvas de C. cerasi en el ensayo de seleccion de aislamientos

patogénicos (Figura 2).

Figura 2. Experimentos de laboratorio para la evaluacion de CLsp y ClLgo con
aislamientos patogénicos a larvas de C. cerasi. A. Aislamiento monospérico Qu-
M592. B. Inoculacion de hojas de cerezo. C. Larvas de Caliroa cerasi alimentadas
con hojas inoculadas. D. Recipientes empleados para el ensayo.

Las hojas de cerezo fueron sumergidas en suspensiones de concentracion
creciente 1 x 10%, 1 x 10°, 1 x 10°,1 x 107, 1 x 108 conidias mL™.
Sobre cada hoja inoculada, se coloc6 10 larvas de C. cerasi (L2), las hojas

fueron colocadas en recipientes de vidrio en cuyo interior se depositd un disco de
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algodén de 5,5 cm de diametro humedecido con agua destilada. Los recipientes
de vidrio fueron cubiertos con tapas metalicas con orificios para permitir el paso de
aire. Los recipientes fueron colocados dentro de una camara de crecimiento Lab
Companion GC-300 a temperatura y fotoperiodo controlado, 22 °C con 16 horas
luz y 8 horas de oscuridad.

Disefio Experimental. Se emple6 un disefio experimental completamente al azar,
cuya unidad experimental estuvo constituida de un grupo de 10 larvas de C. cerasi
de similar tamafio, con cuatro repeticiones, mas un control sin inoculo. Los
porcentajes de mortalidad fueron corregidos por la formula de Abbott (1925) y los
valores porcentuales fueron transformados por la férmula arccoseno Vx/100 previo
al analisis de varianza y normalidad. Se empleé la prueba de Tukey (Gémez &
Gbomez, 1984) para la separacion de medias para lo cual se uso el software
estadistico InfoStat (2014). Las curvas de mortalidad a diferentes concentraciones
se linearizaron para calcular los valores ClLsp y ClLgo, de la poblacién mediante la
transformaciéon Probit, con el software Statistical Analisis System (SAS version 8,
1999).

3.7 Viabilidad de conidias sobre follaje del cerezo

El ensayo de viabilidad de conidias en follaje se realiz6 con un método indirecto, el
cual consistié en aplicar 500 mL de suspension de conidias a una concentracion
de 1 x 10® conidias L™ del aislamiento Qu-M421. La aplicacién se realizé con un
pulverizador manual a un sector del arbol previamente identificado durante horas
de alta radiacion solar (medio dia del 24 de noviembre del 2014), como
tratamiento testigo se utilizé hojas inoculadas con hongos entomopatégenos sin
exposicion a luz solar. La medicién de la radiacion UVB se realiz6 con el equipo
ST-513 Sentry. Posteriormente las hojas fueron tomadas del arbol y llevadas al
laboratorio una vez transcurrido el lapso de tiempo de exposicion a la radiacion
solar. El primer grupo de hojas fue tomado a las 11:30 am (hora 0),
consecutivamente a las 12:30 pm (hora 1), 1:30 pm (hora 2), 2:30 (hora 3) y 3:30
pm (hora 4). Posteriormente sobre cada grupo de hojas inoculadas con la
suspension y expuestas a los diferentes lapsos de tiempo se colocé 10 larvas de

C. cerasi de similar tamafo.
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Las hojas fueron colocadas en recipientes de vidrio en cuyo interior se depositd un
disco de algoddn de 5,5 cm de didmetro humedecido con agua destilada. Los
recipientes de vidrio fueron cubiertos con tapas metalicas con orificios para
permitir el paso de aire. Los recipientes fueron colocados dentro de una camara de
crecimiento Lab Companion GC-300 a temperatura y fotoperiodo controlado, 22
°C con 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

Disefio Experimental. Se empled un disefio experimental completamente al azar,
donde las unidades experimentales estuvieron constituidas por arboles de cerezo,
cuatro repeticiones por tratamiento, mas un control sin exposicion a luz solar. Los
porcentajes de mortalidad fueron corregidos por la formula de Abbott (1925) y los
valores porcentuales fueron transformados por la férmula arccoseno Vx/100 previo
al andlisis de varianza y normalidad. Se emple6 la prueba de Tukey (Gémez y
GOmez, 1984), para la separacion de medias para lo cual se usé el software
estadistico InfoStat (2014).

V. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de los aislamientos en estudio

Para todos los aislamientos se logré6 amplificar un fragmento de 540 pares de
bases. La comparacion de las secuencias con aquellas publicadas en el NCBI,
indicé que los aislamientos fueron identificados como Metarhizium anisopliae o
Beauveria bassiana. El aislamiento Qu-B931y Qu-M430 no lograron amplificar la
region ITS del rDNA, razén por la cual no se incluyeron en el arbol filogenético.

En la figura 3, se observa que siete de los aislamientos en estudio fueron
identificados como M. anisopliae var. anisopliae, ambos aislamientos fueron
obtenidos de muestras de suelo pero no son originarios de la misma regién
geografica. Los aislamientos Qu-M490, Qu-M791b, Qu-M221b y Qu-M230 se
agruparon en un clado junto con M. anisopliae var. majus. La variedad majus ha
demostrado ser especifica a subfamilias de scarabaeidae (Legger et al., 1992), en
efecto algunos de ellos han sido evaluados en estudios de patogenicidad a
insectos plaga presentes en suelo tales como: Asynonychus cervinus, Aegorhinus
superciliosus y Otiorhynchus sulcatus (Coleoptera: Curculionidae) (France et al.,
2000) en Chile.
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— Qu-M363 (Coleoptera, Chile)

Qu-M592 (Suelo, Chile)

Qu-M82 (Coleoptera, Chile)
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Metarhizium flavoviride var. novazealandicum AF139851 (Australia)
Metarhizium album AF137067AF137067 (Australia)
Metarhizium flavoviride var. tipo E AF139855 (Australia)
Metarhizium flavoviride var. flavoviride AF138269 (Australia)
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—_
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Figura 3. Arbol filogenético basado en la secuencia del gen ITS-5,8 DNAr con 13
aislamientos de Metarhizium spp. y Beauveria spp. Las secuencias provienen de
la base de datos del GenBank. La informacién en el paréntesis indica el origen
geografico de los aislamientos.

Los aislamientos Qu-B274 y Qu-B323 fueron cercanos a Beauveria bassiana, sin
embargo puede requerir de la secuenciacion con mas genes conservados para
definir su posicion con mayor certeza. La identificacion de las especies de
Beauveria usando dos loci (ITS y EF-1a) es mas informativo que si solo se usa la
region ITS (Rehner & Buckley, 2005), del mismo modo la identificacion a nivel de
especie dentro del género Metarhizium la secuenciacion de la region ITS es
limitada para resolver completamente la filogenia. Sin embargo, el analisis
filogenético usando multigenes (EF-1a, RPB1, RPB2, Bt, IGS) ha demostrado ser

efectivo para identificacion de linajes (Bischoff et al., 2009).
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Seleccién de aislamientos patogénicos para larvas de C. cerasi

Todos los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae que formaron parte del
bioensayo de seleccién mostraron patogenicidad a larvas de C. cerasi. De estos
los aislamientos Qu-M421, Qu-M592 (M. anisopliae) y Qu-B931 (B. bassiana)
alcanzaron el 100% de mortalidad al cuarto dia post-inoculacion (Figura 4).

Mortalidad (%)
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Figura 4. Mortalidad de larvas de Caliroa cerasi alimentadas con hongos
entomopatdégenos al cuarto dia post-inoculacion. Letras distintas indican
diferencias significativas con la prueba de Tukey (P<0,05).

El aislamiento Qu-B931 fue descartado por no producir la cantidad necesaria de
conidias en arroz precocido o medio de cultivo, factor fundamental en el desarrollo
de un biopesticida (Lecuona, 1996).

Los aislamientos Qu-M363, Qu-M430, Qu-M230, Qu-M791b y Qu-M410,
alcanzaron porcentajes de mortalidad de larvas entre el 80 y 90%, sin presentar
diferencias significativas entre ellos, pero si difirieron estadisticamente del
tratamiento testigo. Los aislamientos Qu-M246, Qu-M490, Qu-M221b, Qu-B323 y
Qu-M82 alcanzaron porcentajes de mortalidad de larvas entre el 40 y 80%, sin
diferir estadisticamente entre ellos, pero si difirieron estadisticamente del
tratamiento testigo.

Los porcentajes mas bajos de mortalidad en larvas se observaron con los
aislamientos Qu-M185 y Qu-B274, que no superaron el 40% de mortalidad y que

ademas no difirieron estadisticamente del tratamiento testigo, el cual no presento
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mortalidad al cuarto dia de evaluacion del ensayo.

Resultados similares se observaron en larvas de C. cerasi al ser expuestas
a hojas de perales inoculadas con aislamientos de Metarhizium (Qu-M221) y
Beauveria (Qu-B323), alcanzando el 100% de mortalidad al séptimo dia
(Alvarez,1998) y en larvas de C. cerasi expuestas a hojas tratadas con B.
bassiana a una concentracién de 1,5 x 10" conidias mL™ alcanzando el 100% de
mortalidad el tercer dia de evaluacion (Aslantas et al, 2008). Esto indicaria la
susceptibilidad de C. cerasi en estado larval a la alimentacion con follaje inoculado
con entomopatégenos, confirmando los resultados obtenidos en esta
investigacion.

Otras especies de insectos minadores o defoliadores, muestran
patogenicidad a cepas de Metarhizium y Beauveria, larvas de Tuta absoluta
alimentadas con hojas inoculadas con M. anisopliae (Qu-M558), cuyo porcentaje
de mortalidad alcanzo el 92% el octavo dia de evaluacion (Rodriguez et al., 2006),
en adultos de Aegorhinus superciliosus cuya mortalidad alcanzo6 el 100% el sexto
dia post-inoculacién con M. anisopliae (Qu-M430) (France, 2002), en adultos del
afido Nasonovia ribisnigri que fueron expuestas a B. bassiana (1 x 10 conidias por
mL™) alcanzando el 94% de mortalidad al noveno dia post-inoculacién (Shrestha
et al., 2015).

Los primeros sintomas de las larvas de C. cerasi durante horas posteriores
al ataque del hongo fueron: incapacidad de la larva de desplazarse y cese en la
alimentacion. La falta de movimiento y cese en la alimentacién se podria atribuir a
las micotoxinas (destruxinas) en el caso de Metarhizium, importantes factores de
virulencia que aceleran la muerte de insectos infectados (Schrank & Henning,
2010). La proliferacion de las células fungales en el cuerpo del huésped,
hemocele, masculos y otros tejidos (Figura 5), colapsa el sistema inmune del
insecto, lo que finalmente causa poco tiempo después la muerte del insecto
(Boomsma et al., 2014).

Diferentes niveles de patogenicidad se observan al evaluar los 15
aislamientos de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, esto puede deberse

a la especificidad que muestran algunas cepas de hongos entomopatdégenos a
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varias especies de insectos plaga, la importancia de esto radica en que la
especificidad esta relacionada a los factores de virulencia (Bidochka & Small,
2005), tales como: lipasas, proteasas y quitinasas que ayudan al ingreso del
patdogeno o degradan lipidos, proteinas y quitina, importantes constituyentes del
huésped. Las lipasas involucradas en la degradacion de la epicuticula, pueden
considerarse como un elemento importante en el proceso de reconocimiento de un

huésped susceptible (Schrank & Henning, 2010).

Figura 5. Colonizacién de larvas de C. cerasi por aislamientos patogénicos de
Metarhizium anisopliae A. Aislamiento Qu-M592, B. Aislamiento Qu-M421.

Una de las caracteristicas de las larvas de C. cerasi, que podrian contribuir a la
patogenicidad de los aislamientos evaluados, puede atribuirse al integumento de
la larva de C. cerasi, el cuerpo esta cubierto por un fluido emitido por las glandulas
dorsales que le proporcionan un aspecto humedo y viscoso, lo que inicialmente
puede ser considerado un mecanismo de defensa en contra de los depredadores
(Boeveé, 2009), sin embargo al desplazarse sobre la hoja inoculada con conidias,
este fluido puede ayudar a la adhesion de conidias al cuerpo de larva e iniciar el
proceso de infeccion.

Evaluacion de la Concentracion letal CLsgy CLgo

La evaluacion del porcentaje de mortalidad de larvas de C. cerasi a las diferentes
concentraciones del inéculo, corresponde al dia 6 post-inoculacién, donde los
aislamientos Qu-M592 y Qu-M421 alcanzaron el 94% y 100% de mortalidad
respectivamente. Las curvas de mortalidad construidas para los aislamientos Qu-
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M592 y Qu-M421 a diferentes concentraciones del indculo, se ajustaron a curvas
de tipo sigmoideas (Figura 6).

120 -
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Figura 6. Mortalidad de larvas de Caliroa cerasi alimentadas con diferentes
concentraciones de conidias del aislamiento Qu-M592, dia 6 post-inoculacion.
Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de Tukey (P<0,05).

Ambas mostraron un incremento de la mortalidad con el aumento de la
concentracion del indculo de 1x10% a 1x10® conidias mL™. Las concentraciones
1x10%, 1x10°, 1x10° y 1x10’ conidias por mL™ del aislamiento Qu-M592, no difieren
estadisticamente entre si, sin embargo la concentracién 1x10° conidias por mL™ si
difirié estadisticamente del tratamiento testigo cuya mortalidad no super6 el 10% al
dia 6 post-inoculacion.

Las concentraciones 1x10%, 1x10°, 1x10° conidias por mL™ del aislamiento
Qu-M421, no difieren estadisticamente entre si, sin embargo existen diferencias
entre los tratamientos 1x10’ y 1x10® conidias por mL™, comparadas con el
tratamiento testigo cuya mortalidad no supera el 8% al dia 6 post-inoculacion
(Figura 7).
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Figura 7. Mortalidad de larvas de Caliroa cerasi alimentadas con diferentes
concentraciones de conidias del aislamiento Qu-M421, dia 6 post-inoculacion.
Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de Tukey (P<0,05).

La correlacién de las regresiones lineales obtenidas mediante la transformacion
Probit, entre los aislamientos Qu-M592 y Qu-M421, indica que los limites de
confianza para las dos concentraciones se traslaparon, es decir los valores de
mortalidad para cada aislamiento no difirieron estadisticamente entre si (Tabla 2 y
Figura 8).

Tabla 2. Concentracién letal CLsp y CLgo de aislamientos patogénicos a larvas de

Caliroa cerasi.

Limite Clso Limite Limite ClLgo Limite
Aislamiento  Inferior  (conidiasmL) superior  Inferior (conigiasmL ) Superior

Qu-M592  7,9x10* 4,1x10° 2,2x10° 1,2x10® 1,06x10® 9,3x10®

Qu-M421 2,2x10* 1,1x10° 56x10° 6,4x10° 2,5x10° 1,02 x10’
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Figura 8. Relacion entre mortalidad de larvas de Caliroa cerasi expresada en
valores Probit y el Log de las concentraciones de los aislamientos Qu-M592 y Qu-
M421.

Evaluacion del porcentaje de mortalidad en pupas de C. cerasi en suelo
inoculado

Los suelos inoculados con los aislamientos Qu-M430, Qu-M421, Qu-M221b y Qu-
M82, no superaron el 15% de mortalidad en pupas de C. cerasi. El aislamiento Qu-
M490 presentd un 39% de mortalidad siendo el mas alto porcentaje de todo el
grupo, mientras que el aislamiento Qu-M221b no superé el 8%, siendo éste el mas
bajo de todos (Figura 9).

La mortalidad de larvas en estado de diapausa (pupas), se observa en la
figura 9, causada por entomopatégenos 15 dias luego de la inoculacion. Los
hongos entomopatdgenos fueron capaces de colonizar al insecto en el interior de
las camaras pupales, la larva (L4) camina sobre suelo e ingresa en él para pupar
(Carl, 1972), durante este desplazamiento puede adquirir conidias en su cuerpo
gue posteriormente causa la infeccién fungal en el interior de las cAmaras pupales.
El porcentaje de pupas vivas 15 dias luego de la inoculacion, se evaluo al
encontrar larvas en estado de diapausa en el interior de las camaras pupales
totalmente sanas sin ningun signo de infeccion fungal o ataque producido por

hongos entomopatégenos.
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Figura 9. Mortalidad de C. cerasi en diapausa bajo suelo inoculado con hongos
entomopatdgenos, dia 15 post-inoculacion. Letras distintas indican diferencias
significativas con la prueba de Tukey (P<0,05).

El porcentaje de mortalidad producido por causas diferentes a la colonizacién por
entomopatdgenos, puede atribuirse a diversos microrganismos del suelo, debido a
gue este no fue esterilizado o larvas que mueren antes de ingresar al suelo a
pupar. Factores bibticos y abioticos pueden influir en la mortalidad de pupas de C.
cerasi en el suelo. Existen diferentes microorganismos, bacterias o protozoos que
en competencia con entomopatdogenos pueden colonizar las pupas. Factores
abibticos como: tipo de suelo, excesiva 0 escasa humedad, influyen también en la
mortalidad de pupas en el suelo (Carl, 1972).

Evaluacion de la viabilidad de conidias de M. anisopliae en follaje de cerezo
La viabilidad de las conidias del aislamiento Qu-M421 se reduce al ser expuestas
a radiacién solar, mientras mayor es el tiempo de exposicién de las conidias sobre
follaje inoculado, menor es la capacidad del in6culo para matar larvas de C. cerasi
(Figura 10). El porcentaje de mortalidad de larvas alimentadas con conidias (Qu-
M421) expuestas a cuatro horas de luz solar (18%) difiri6 estadisticamente del

porcentaje de mortalidad de larvas a la hora 0 de exposicion a radiacién solar.
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Figura 10. Mortalidad de larvas de Caliroa cerasi expuestas a conidias de Qu-
M421, previa exposicion del hongo a luz solar, 4to dia de evaluacion del ensayo.
Letras distintas indican diferencias significativas con la prueba de Tukey (P<0,05).

La viabilidad de los hongos entomopatégenos aplicados en suspensiones acuosas
en campo, se reduce drasticamente si se aplica durante periodos del afio y horas
de alta radiacion solar. Similares resultados se observaron en aislamientos de M.
anisopliae expuestos por 1 hora a radiacion UVB, demostrando retraso en el
porcentaje de germinacion de conidias (Braga et al, 2001). En conidias de
Beauveria luego de dos horas de exposicion se observé un considerable retraso o
una total inactivacion de conidias expuestas a radiaciéon UV-B (Fernandes et al.,
2007). Un estudio realizado con aplicaciones de conidias de B. bassiana a hojas
de pasto forrajero (Agropyron cristatum L.) colectadas en campo, mostré una
reduccion del porcentaje de sobrevivencia de conidias en un 99,7 % a los 60
minutos de exposicion a radiacion UV-B (Inglis et al, 1995), en todos los casos se
uso luz artificial de similar radiacién a la luz natural para realizar los ensayos. En
otros ensayos en campo las conidias de B. bassiana expuestas a radiacion solar
desde las 11 a.m. entre 1 p.m., fueron rapidamente inactivadas a los 60 minutos
de exposicion y su porcentaje de germinacién se redujo del 89,4% al 2,8%

(Edintong et al., 2000). Evaluar la habilidad de los entomopatogenos para persistir
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en el medioambiente es uno de los aspectos mas importantes para el control de
las plagas con agentes microbianos (Shrestha et al., 2015). Estos resultados nos
indican que Qu-M421 es eficaz en el control de larvas de C. cerasi, sin embargo
su actividad patogénica fue afectada negativamente por la exposicion de conidias
a radiacion solar, lo que se sugiere emplear una formulacién que proporcione
proteccion a la radiacion UVB, si es usado en futuras investigaciones en campo

como controlador biolégico de Caliroa cerasi.

VI. CONCLUSIONES

1. Aislamientos nativos de Metarhizium y Beauveria demostraron ser patogénicos
a larvas de C. cerasi bajo condiciones de laboratorio.

2. El analisis de las secuencias confirmé la identificacion tradicional de los
aislamientos como M. anisopliae var. anisopliae (7 aislamientos), M. anisopliae
var. majus (4 aislamientos) y B. bassiana (2 aislamientos).

3. Los aislamientos evaluados en suelo inoculado con suspensiones de conidias,
no lograron control sobre pupas de C. cerasi.

4. Las concentraciones letales CLsp y la CLgg de los aislamientos Qu-M592 y Qu-
M421no difirieron entre si.

5. Las conidias del aislamiento Qu-M421 aplicadas en suspensiones al follaje de

cerezo, pierden su capacidad patogénica al ser expuestas a radiacion solar.
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