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I. INTRODUCCION

Las plagas agricolas es problema del hombre. Aplicar insecticidas quimicos,
ademas de cos£§sos desarrollan insectos resistentes, muerte a enemigos naturales y
contaminan el ambiente. En los ultimos afios se desarréllan investigaciones para buscar
nuevos medios de lucha bioldgica contra insectos, como parasitoides, depredadores y

microorganismos entomopatogenos (Forsythe, 1992 y Alves and Lecuona, 1995).

Los hongos entomopatégenos son estudiados en todo el mundo, existiendo mas
de 700 especies reunidas en 100 géneros. Parasitando diferentes insectos y artrépodos
que se encuentran en hébitat acuatico o terrestre y dentro de estos, en cultivos anuales,
semiperennes y perennes (Lecuona, 1995). Aproximadamente 80% de enfermedades en

insectos tienen como agente causal un hongo (Webcolombia, 2003).

La susceptibilidad de mas de 200 especies de insectos de los 6rdenes Coleoptera,
Lepidoptera, Orthopte,ra, Isoptera, Hemiptera, Hmnéptera ¢ Hymenoptera. Lo que
permitié la aparicion de casi 40 empresas que producen y comercializan hongos
entomopatogenos, localizados en Europa (Alemania, Suiza, Holanda, Francia, Bélgica,
Inglaterra, Rusia, Dinamarca), América (EE.UU., México, Brasil, Colombia, Cuba),
Asia (China, India, Japén, Israel), Oceania (Australia y Nueva Zelanda) y Africa

(Sudafrica, Benin) (Gerding y France, 2003).

Actualmente se desarrollan agentes de control biologico para insectos plaga y
patégenos que afectan a los cultivos, sin dafiar el medio ambiente y la salud (Lopez,

2002), conociéndose comercialmente como “micoinsecticidas” a Beauveria bassiana,



Metarhizium anisopliae, Hirsutella, Aschersonia, B. brongniartii, Verticillium lecanii,
Paecilomyces  fumosoroseus y Lagnidium giganteum para el control de plagas

(Lecuona, 1995).

En el mundo la inquietud de mejorar la produccion y la calidad de los productos
agricolas, controlando plagas y enfermedades, sin causar dafio a enemigos naturales, al
hombre y al medio ambiente. En el Perll como en el mundo existe una diversidad de
hongos entomopatogenos, méas aun en Tingo Maﬁ'a que pueden aprovecharse
exitosamente, por ubicarse en la faja tropical la que lo dota condiciones naturales de
humedad, pH y temperatura favorables para el crecimiento y desarrollo de los hongos

entomopatogenos sobre sus hospedantes.

Actualmente no existen trabajos de investigacion en identificacion de hongos
entomopatogenos en el Alto Huallaga, que amplie los conocimientos adquiridos hasta el
momento. Con excepcidn de algunos trabajos en Tingo Maria con Beauveria bassiana a
nivel de campo para controlar -plagas en algunos cultivos agricolas, por parte del
SENASA, Universidad Nacional Agraria de la Selva por medio de sus tesistas y

docentes.

Considerando lo antes mencionado se plante6 el presente, cuyos objetivos son
los siguientes:
a. Identificar hongos entomopatogenos asociados a la mortalidad de insectos y
aracnidos que se encuentran en diferentes cultivos tropicales.
b. Evaluar la patogenicidad de los hongos entomopatogenos bajo condiciones de

laboratorio.



1. REVISION DE LITERATURA

A. Insectos asociades a cultivos agricolas tropicales

1. Orden: Homoptera

a. Familia: Aleyrodidae
Insectos picadores-chupadores en el envés de las hojas, de preferencia en
hojas tiernas donde forman colonias (Boucias and Latgé, 1986). En el caso de la mosca
blanca de los citricos, Aleurothrixus floccosus Mask, los estados inmaduros producen
abundante cera y melaza que favorece el desarrollo de la fumagina. Bemisia tuberculata

Bondar ataca al algodonero y Aleurodicus sp., se presenta en el palto (Cisneros, 1980).

b. Familia: Aphididae
Los afidos o pulgones pueden ocasionar distintos dafios al cultivo. 1)
Directos, se alimentan del floema de la planta (existen muy pocas especies que se
alimentan del xilema). Las ninfas y los adultos extraen nutrientes de la planta y alteran
el balance de las hormonas del crecimiento. 2) Indirectos, como consecuencia de la
alimentacion. Reduccion .de la fotosintesis, pueden transmitir a la planta sustancias

toxicas y pueden ser vectores de virus fitopatogenos.

Afidos importantes en cultivos de invernadero son: Myzus persicae (pulgén
verde del duraznero), Aphis gossypii (pulgén del algodon), Macrosiphum euphorbiae

(pulgon del tomate), Aphis fabae (el pulgon negro de la poroto) (Infoagro, 2002). Otros
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afidos importantes como el Aphis craccivora (pulgon del fréjol de vaca), el 4fido negro
de la haba (Aphis fabae) y el 4fido de la melocoton, patata (Myzus persicae). el afido de
la fresa (Chaetosiphon fragaefolii), el afido verde de la manzana (Aphis pomi)", el afido
atractivo de la manzana (Dysaphis plantaginea), el afido del pera galio (D. pyri ), etc.,
(Cornell, 2003). Cedrobium laportei Remaudiere, cedro; Cinara cedri Mimeur, cedro;
Tinocallis saltans (Neysky), olmo; Myzocallis walshii (Monell), roble; Pterochloroides

persicae (Cholodkosky), frutales (Pérez, 1999) Aphis‘ spiraecola (Cisneros, 1980).

¢. Familia: Cercopidae
Insectos plagas que succionan el cdntenido de las células. vegetales. Las
plantas infestadas pierden vigor, se agotan y reducen su capacidad de crecimiento
vegetativo y de producci(')n.. En muchos casos se producen deformaciones de brotes,
hojas y frutos; en otros casos hay defoliaciones y secamiento de ramas o de toda la
planta. Afectan a gramineas y en menor grado a leguminosas y otras plantas. Entre las
especies mas importantes estan Sphenorhina liturata Var. Ruforivulata Stal como

importante plaga de la cafia de azacar en el Brasil (Evans, 1966).

d. Familia: Coccidae

Son insectos picadores — chupadores de los jugos de las plantas (hojas y
frutos). Secretan abundante melaza que atrae a las hormigas y provoca el desarrollo de
la fumagina. Entre las especies mas conocidas tenemos a Saissetia oleae (Bernard)
lapilla negra del olivo, S. coffeae (Walker) lapilla hemisférica, S. nigra (Nietner) lapilla
negra de la chirimoya, Coccus hesperidum L., lapilla blanda marron, Lecanium corni
Bouche lapilla omnivora y la lapilla cerosa Ceroplastes sp., (Cisneros, 1980). Coccus
sp. (Salazar, 1964). Protopulvinaria pyriformis (Cockerell), aguacate, citricos, laureL

etc.; Ceroplastes floridensis Comstock, citricos (Cornell, 2003).
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e. . Familia: Diaspididae

Queresas conocidos como insectos picadores — chupadores de los jugos de
las plantas. Se presentan adheridos sobre las hojas, tallos y frutos segin las especies.
Infestaciones severas provocan defoliacion y secamiento de las ramas pudiendo matar a
la planta. Las especies mas importantes son la escama de los citricos Lepidosaphes
beckii (Newman), escama circular de los citricos Selenaspidus articulatus Morgan,
escama coma del manzano Lepidosaphes ulmi (L.), piojo blanco de los citricos
Pinnaspis aspidistrae Signoret, escama dictiosperma de los citricos Chrysomphalus
dictyospermi (Targ.), escama latina del olivo Hemiberlesia lataniae Sighorel, escama
del cocotero Aspidiotus destructor Signoret. Aonidiella auranti (Maskell), citricos,
frutales, etc.; Odonaspis greeni (Cockerell), bambi (Alata, 1973; Cornell, 2003;

Cisnerds, 1980 y Toussoun and Nelson, 1978)

f. Familia: Cicadellidae
Ha sido reportado atacando algodon, maiz, mani, caupi, higuerilla, papa y en
mas de 80 hospedantes silvestres, pero especialmente causa dafios de importancia en
frijol comun y habichuela (vainitas, ayote francés) (Cornell, 2003). Presenta eépecies
importantes como el algodonero Empoasca. kraemeri Ross & Moore. En el frijol

Empoasca batatae Poos, E. Cisnora Langlitz (Cisneros, 1980).

g. Familia: Delphacidae
Afecta Arroz y algunas malezas. Causan daiio directo o indirecto al arroz. Es
directo cuando hace las perforacidnes 0 incisiones para alimentarse u ovipositar. Los
adultos y ninfas chupan savia de las hojas tiernas del cogollo. Esto provoca retardos en
el crecimiento de la planta, achaparramiento y quema de los apices de las hojas. Ataque
severo, hay produccion de fumagina y secamiento total de plantas adultas. El dafio

indirecto es por trasmitir a la planta el virus de la hoja blanca (Cornell, 2003).
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h. Familia: Membracidae

La mayoria de las especies se desarrollan sobre arboles, arbustos o plantas
lefiosas y otras en plantas herbaceas. En la oviposicion producen heridas en corteza de
brotes tiernos o en pedunculos de flores 07 frutos. En el Perq, las especies mas conocidas
es el “asta de torito”, Hoplophorion pertusum (Germar) (Metcalfiella pertusa Germar),
entre las plagas del cultivo de cacao, causando dafios similares a los que ocasiona
Monalonium dissimulatum Dist. (Fam. Miridae), esta especie puede causar problemas
en el cultivo por las abundarntes excreciones de melaza, ademas Hoplophorion proximun
Walker, registrada sobre Zarzamora, Rubus roseus (Fam. Rosaceae) y a Hoplophorion

signoretti Goding (Cornell, 2003).
2. Orden: Coleoptera

a. Familia: Chrysomelidae

Insectos predadores por lo general masticadores, se alimentan
exclusivamente de sus presas, como larvas, pupas, afidos, cochinillas harinosas y
queresas (Hassell y Varley, 1969). Asi mismo atacan una gran variedad de plantas,
incluyendo maiz, sorgo, arroz, repollo, chile dulce, cucurbiticeas, otras hortalizas y
muchas leguminosas, especialmente frijol y soya. Las larvas habitan el suelo y se
alimentan de las raices, los hipocotilos, los nddulos. Los adultos se alimentan del follaje
reduciendo la fotosintesis, y estos son muy moviles, por eso pueden trasmitir
enfermedades rapidamente. La especie mas importante es (,‘olaspi.dema atrum Latr.,

(Cornell, 2003).
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b. Familia: Scolytidae
Perforadoras de botones florales y frutas de las plantas frutales. Estos
organos infestados en sus primeros estados de desarrollo suelen caerse prematuramente.
La especie mas importante en el café es el Hypothenemus hampei Broca de café
(Forsythe, 1992 y De Ingunza, 1966). También se dice que algunas especies de esta
familia infestan algunos arboles frutales. El escarabajito Scolytus rugulosus (Ratzeburg)
barrena entre la corteza y el duramen de los troncos de durazno, manzano y otros

frutales de hueso y pepita (Cornell, 2003 ).

¢. Familia: Curculionidae

Los cultivos mas afectados son maiz, sorgo y arroz; también ha sido
reportado en gramineas silvestres semi acualicas de areas bajas y pastizales. Las larvas
minan el tallo y los puntos de crecimiento de las plantulas, causandoles la muerte y los
adultos también causan dafio al alimentérse del follaje. Las especies de importancia son
Gonopterus scutellatus Gyllenhal, eucalipto; Sphenophorus venatus (Say), césped,
Rhynchophorus ferrugineus (Olivier), palmeras, Rhynchophorus palmarum L., barrena
los tallos del cocotero y otras palmeras, Metamasius hemipterus 1.. y otras especies del

mismo género barrenan los tallos de la cafia de azicar (Cornell, 2003).

d. Familia: Scarabacidae
Los cultivos afectados son maiz, sorgo, arroz de secano, frijol, solaniceas,
cucurbitas, citricos jovenes, plantas ornamentales, camote, cafeto, frutales, pastos,

muchas malezas y otras plantas. Las larvas se alimentan de las raices de las plantas, y

los adultos son por lo general atraidos hacia los arboles de yuca, madera y pifion sobre
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los cuales se alimentan. Entre las especies de esta familia tenemos a Phyllophaga spp. ,
y entre los géneros tenemos a Bothynus, Golofa, Cyclocephala, Serica, Anomala,

Ancistrosoma y Heterogomphus. (Cisneros, 1980 y Cornell, 2003).

e. Familia: Lampyridae
Insectos plagas que comen las hojas dé las plantas y pueden provocar la
destruccion total o parcial de las hojas (Beingolea, 1963). Los géneros importantes son;
Lamprocera, Microphotus, Macrolampis, Alicrodipho(, Pyrogaster, Lampyris,
Pyropyga (Zavala, 2002). Aspisoma, Cratomorphus, Dodacles, Lllychnia, Lucernuta,
Lucidota, Lucio, Lychnacris, Macroculus, Ophoelis, Phaenolis, Photinus, Psilocladus,

Pyractomena, Photurinae: Bicellonycha, Photuris (INCB, 1997).
3. Orden: Lepidoptera

a. Familia: Brasselidae

Comedores de hojas pueden provocar la destruccion total o parcial de las
hojas de las plantas, en su estado larval. Presenta especies importantes como el gusano
de la hoja algodonera,. Anonﬁs texana Riley y Alabama argillacea (hiibner); el
perforador de las hojas del algodonero, Bucculatrix th.zu‘beriella Busk; el gusano
cachudo del tabaco, Manduca sexta (Johnson); los gusanos de la col Pieris monuste L. y
P. protodice Boisduval & Leconte; el gusano medidor de la hoja del frijol, Pseudoplusia
includens Walter (Fedepalma — Cenipalma, 1997 y Beingolea, 1963). Asi mismo al
género Opsiphanes sp., oruga destructora del follaje y especie como Caligo teucer,

oruga Brassolidae “ahuihua” Brassolis sp., (Cabezas et al., 2003).
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" b. Familia: Gelechiidae
Microlepidopteros que se alimentan del mesofilo o tejido interno de las hojas
en su estado larval dejando intactos las capas externas o epidermales, asi mismo
perforan y matan los brotes terminales y las yemas axilares de las plantas. Los dafios
que causan son endémicos, una de las especies importantes se muestra en la alfalfa
Dichomerus lotellus (palometa pequefia) (Cisneros, 1980). Esta familia presenta
especies como Metzneria metzneria, Neofaculta ericitella (Luque, 2003). Sitotroga

cerealella Olivier polilla de los cereales almacenados (Moreira y Maldonado, 1980).

¢. Familia: Lyonetiidae
Microlepidopteros que en su estado larval se alimentan del mes()ﬁlo o tejido
interno de las hojas dejando intactos las capas externas o epidermales, como
consecuencia de las lesiones causadas por este insecto minador, las hojas pierden su
capacidad fotosintética, se secan y terminan por caerse, la planta se defolia total o
parcialmente (Enriquez et al., 1975). La especie importante de esta familia en el cultivo

de caf¢ es el minador de la hoja Lez)coptera coffeella (Staint) (Cisneros, 1980).

d. Familia: Gracilariidae
Son plagas minadoras de hojas. Las larvas de estos microlepidopteros, son
los que realizan el dafio de las hojas. Teniendo a las siguientes especies importantes en

esta familia a: Phyllocnistis gracillaria, P. perseae, minador de la hoja de aguacate

(Cisneros, 1980). -
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e. Familia: Noctuidae
Esta familia de lepidopteros en su estado larval son perforadores de botones
y frutos. Se encuentran en diversos cultivos como en ¢l cacao, café, citricos, etc., entre
las especies de mayor importancia tenemos al perforador de botones y bellotas del
algodonero Heliothis virescens (Fabricius), perforador de la mazorca del maiz Heliothis
zea (Boddie), el cogollero Spodoptera fiugiperda (1. E. Smith) (Bondar, 1939; Campos,

1965 y Cisneros, 1980).

f. Familia: Pyralidae

Las larvas de estos lepidopteros, barrenan brotes ﬂoréles, frutos, yemas
axilares y tallos de las plantas (Vergara, 2000), Cultivos afectados son las cucurbiticeas,
incluyendo el pepino, pepinillo, meldon, sandia, calabacita, etc. La especie Diaphania
nitidalis barrena los brotes terminales y los frutos, Diaphania hyalinata se alimenta del
follaje, y frutos. Otras especies de importancia son: el barrenador de la cafia de azcar
Diatraea saccharalis (Fabricius) que también ataca al maiz y otras gramineas. La larva
de la mariposa blanca, Rupela albinela Cramer barrena tallos de arroz. y las larvas ae
Terastia meticulosalis Gueneé, barrenan el tallo de la papa (Cisneros, 1980 y Cornell,

2003).

g. Familia: Papilionidae
En esta familia encontramos las plagas de los citricos: gusano o perro del
naranjo: Papilio sp. La larva se alimenta de las hojas y causa dafios severos al follaje
_(Corn'ell, 2003). Asi mismo los géneros mds importantes como B&tfzz.s, Furytides,
Papilio, Parides. Seguidamente las especies Battus belus, B. crassus (Cramer), B.
lycidas, B. polydamas, Papilio anchisiades, P. ascolius, P. birchalli, P. cresphontes, P
.isidorus, P. rhodostictus, P. torquatus, P. androgeus, P. astyalus, P. cleotas, P.

garamas, P. polyxenes, P. thoas, P. victorinus (INCB, 1997). -
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h. Familia: Sphingidae
Afectada tomate, papa, tabaco, berenjena, yuca y también ataca algunas
malezas. Las larvas son masticadoras del follaje. También consumen frutos y tallos
(Cornell, 2003). Los géneros importaﬁlés Adhemarius, Aellopos, Agrius, Aleuron,
Amphimoea, Callionima, Cautethia, Ceratomia, Cocytius, Dalbogene, Enyo, Erinnyis,
Eumorpha, Manduca, Neococytius, Xylophanes, Cocytius antaeus (Drury), C.

beelzebuth (Boisduval), C. duponchel, entre otras (INB, 1997).
4. Orden: Diptera

a. Familia: Sciaridae
Moscas pequeiias, los adultos son activos durante las horas del dia y son
frecuentes y abundantes en ambientes himedos, suelos con alto contenido de materia
organica y vegetales en descomposicion. También han sido constatados en invernaderos
y en cultivos comerciales de hongos. Las larvas son de habitos gregarios y generalmente
se alimentan de materia organica y de fruta en proceso de descomposicion, pero también '

han sido registrados causando dafios en plantas (Cornell, 2003).

b. Familia: Agromyzidae

Afecta tomate, cucurbitécéas, berenjena, papa, frijol, ajo, repollo, maiz,
malezas y plantas ornamentales. Las larvas forman minas y galerias al alimentarse y
desarrollarse dentro de la hoja y los adultos también pueden causar dafio al alimentarse,
que sirven de entrada a bacterias y hongos (Cornell, 2003). Especies de importancia son
Liriomyza trifolii (Burgess), horticolas; L. huidobrensis (Blanchard) horticolas (Pérez,
1999), Melanagromyza (Hendel) barrenan tallos de plantas herbaceas; Phytobia (Fallen)
barrenan ramas y troncos de arboles y Ophiomyia (Braschnikov) barrena frutos y raices

(Raven, 1993).
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c¢. Familia: Lonchaeidae

Moscas pequeiias, las larvas se desarrollan en materia organica vegetal en
proceso de descomposicion, observandose en forma secundaria en frutos y tejidos
vegetales previamente dafiados o sobre Jos excrementos de plagas primarias. Algunas
especics han sido registradas como fitoéfagos primarios y algunas de ecllas pueden
constituirse en plagas de consideracion. Entre las especies registradas en el Pert se
menciona a Neosilba pendula (Bezzi), plagas de yuca Manihot ultisima. Las larvas
barrenadores las yemas terminales de laq plantas de yuca, provocando el atrofiamiento
de éstas. Sin embargo esta especic puede ser secundaria en dafios causados por

Anastrepha manihoti (Raven, 1993).

d. Familia: Otitidae

Moscas pequefias, las larvas s¢ alimentan de materia orgéanica de origen
vegetal, algunos son fitofagos alcanzando caracter de plaga. Sin embargo, Elassogaster
sepsoides Walker ha sido registrado como predator de huevos de Schistocerca
migratoria; Seioptera vibrans vi'yen como predatores de inscctos. Especies de
importancia econémica ¢n f;l Pert, Euxesta annonae (Fabricius) como plaga secundaria
en mazorcas de maiz y frutos de aji previamente dafiados por larvas de especies de
lepidoptero Euxesta actian como plagas primarias en mazorcas de maiz encontrandose
las éspecics Euxesta eluta Loew, Euxesta mazorca Steyskal y FEuxesta sororcula

(Wiedemann) (Raven, 1993).
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e. Familia: Tephritidae

La papaya es ¢l Gnico cultivo de valor mas afectado por esta plaga, pero se
cree que también otras caricdceas silvestres son- atacadas. Todas las especies son
fitofagas, con la sola excepcion de la especie australiana Termitorioxa termitoxena
(Bezzi), que se desarrolla en termite‘ros. A diferencia de Toxotrypana curvicauda
comienza el ataque en los frutos pequeiios, ya que los huevos los deposita en la cavidad
del fruto. Muchas veces las hembras ovipositan desde la época en que caen los pétalos
de las flores. Las larvas empiczan a alimentarse de las semillas en formacion y luego de
la pulpa. Por la funcion de la ovipostura, generabmente hay penetracion de patégenos
que pudren el interior, provocando frecuentemente la caida temprana del fruto (Cornell, |
2003). Los géneros méas importantes econdémicamente se pucden mencionar a Ceratitis

Macleay, Dacus Fabricius, Anastrepha Schiner y Rhagoletis 1.oew (Raven, 1993).
5. Orden: Hymenoptera

a. Familia: Aphelinidae
~ Son muy importantes como parasitos de queresas, afidos y moscas blancas.
En esta familia encontramos a las especies importantes como Aphelinus mali, Aphytis
chilensis, A. chrysomphali, A. comperei,. Dirphys mexicana, D. morley, Encarsia

desantisi, E. migracephala (Enriquez et al., 1975; Cisneros, 1980 y Garcia, 1978).

b. Familia: Formicidhe
Las hormigas cortadoras son las especies mas importantes de la region
tropical llamada en nuestro medio “hormigas coqui” o “cuqui”, que pertenecen a los
géneros Afta y Acromyrmex. Estas hormigas cortan las hojas de diversas plantas

incluyendo especies de importancia econdmica, para utilizarlas como substratos de
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cultivos de hongos dentro de sus nidos. Constituyéndose como plaga indirecta
(Carrasco, 1962) de preferencia en los citricos, cacao, aguacate, mango, arboles
maderables, eucalipto, hortalizas, frijol, maiz, sorgo, pastos y plantas ornamentales.
Ocasionando la reduccion en fotosintesis la que afecta la cantidad y calidad de los frutos

(Cornell, 2003).

c. Familia: Vespidae
Familia de insectos predatores, la que capturan insectos que llevan a sus
nidos para alimentar a sus larvas. Otros véspidos contribuyen al control del minador de

la hoja del cafeto (Enriquez et al., 1975 y Garcia, 1978).
6. Orden: Araneae

a. Familia: Salticidae
Predatores muy generales, cazando sus presas directamente, mientras que
otros lo hacen por medio de sus telaraias. La importancia practica de las arafias no esta
bien definida. Es posible que las telarafias atrapen a mayor nimero de insectos
benéficos debido a su mayor’mbvilidad y que los cazadores directos destruyan mas
insectos fitofagos (Aguilar, 1968 y Aguilar et al., 1977). Familias de importancia en el
campo tenemos a Thomisidae o “arafias — cangrejo”, Oxyopidae o “arafias lince”,

Theridiidae, Argiopidae, Nyphaenidae, Lycosidae, Clubionidae (Cisneros, 1980).

B. Hongos

Son organismos eucariotas uni o pluricelulares con pared celular cuyo cuerpo o talo
esta constituido pof filamentos tubulares denominados hifas la que constituye el
miceliq. La hifa es la unidad basica del hongo de donde van a reproducirse. Ademas las
hifas pueden ser hialinas o coloreadas; este Gltimo va desde el crema hasta el oscuro.
Asimismo las hifas pueden ser septados o tabicados, aseptados o cenociticos,

pseudoseptada (Ames, 1974).
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1. Hongos entomopatégenos

Microorganismos vivos que producen enfermedades a diferentes drdenes de
insectos. No causan dafio al hombre, animales y plantas (France, 2003; Streets, 1992 y
PNCB, 2003). El primer entomopatégeno ilustrado fue el hongo Cordyceps sinensis
realizado por Rcbum& en 1726. Sin embargo, la patologia de inscctos como ciencia
experimental comienza con los trabajos de Bassi, quien en 1834 demostré que
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., era el agente causal de una enfermedad en el gusano
de seda, Bombix mori L., un afio mas tarde, éste italiano publica sus conclusiones las
cuales fueron la base de futuras investigaciones en diferentes partes del mundo

(Lecuona, 1995).

C. E'tapas de infeccion de los hongos entomopatigenos

La micosis en insectos comienza por la adhesion al tegumento y la germinacion de
las conidias o esporas sobre éste (Orietta y Larrea, 2003). Luego la penetracion a través
de la cuticula del insecto, la multiplicacion del hongo en el hemocele y la produccion de
toxinas (en ciertos hongos o cepas). Sobreviene entonces la muerte del insecto y el
hongo coloniza todo el interior del hospedante. Posteriormente el micelio sale hacia el
exterior pasando a través del te.gumento, esporula sobre la superficie del insecto y
finalmente los propégulds son diseminados al medio. Se puede afirmar que las tres
primeras etapas, adhesion, germinacion y penetracion, son fundamentales para iniciar
un proceso patogénico y son las que mas influyen sobre la especificidad entre el

patégeno y el hospedante (Lecuona, 1995; Orietta y Larrea, 2003).
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Los hongos entomopatdgenos tienen la ventaja de actuar por contacto y afectar
tedricamente cualquier estadio de la plaga. Cuando el hongo es capaz de penetrar dentro
del insecto e invadirlo, provocandole la muerte por micosis otros patdégenos actiian por
diferentes mecanismos: hiperparasitismo, antibiosis, competencia de nutrientes y por el
nicho ecoldgico, las mas frecuentes son ias dos pfimeras. Adhesion al tegumento y
Germinacion del conidio, interviniendo varios factores que pueden favorecer o no la
actividad antagonica del microorganismo como son temperatura, pH, humedad relativa

y la presencia de otros microorganismos, entre otras (Orietta y Larrea, 2003).

DISPERSION

GERMINACION
CUTICULA

PARED

(- w}%ﬁ THRO
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$ "MICELIOS

Figura 1. Ciclo de vida de un hongo entomopatégeno (Tomado de Cave, 1995).

1. Adhesion
Fijacion de los propagulos sobre la superficie del hospedante, por medio de
propiedades fisicas, quimicas y electrostaticas del patogeno y del hospedante. Dentro de

este proceso podemos distinguir 3 etapas.



23
a. Adsorcion o inmovilizacion
Del microorganismo sobre la superficie. Donde intervienen factores fisicos y

quimicos del substrato como fuerzas de Van der Walls y electrostéaticos.

b. Contacto
Esta en funcion de la capacidad del propagulo de emitir micro extensiones
activos que refuercen las unidades electrostaticas entre ambas superficies

(entomopatogeno — insecto).

¢. Adhesion
Puede ser pasivo y no especifico sin requerimiento de energia o activo y
especifico necesitando cofactores y de energia, iones, carbohidratos, lipidos,
glucoproteinas, etc., estas tres fases son las que preceden a la germinacion del propagulo
sobre la superficie del hospedante. La adhesion es un paso importante en el proceso

patogénico y ha sido correlacionado con la especificidad hospedante — patdgeno

(Boucias and Latgé, 1986 y Samson et al., 1988).

2. Germinacion
Luego de la adhesion e hidratacion del conidio o espora sobre el tegumento,
germina emitiendo un tubo germinativo coh formacién, en a]gu‘nos casos, de un
apresorio, para posteriormente penetrar al insecto. Sin etﬁbargk), Jas conidias de un
hongo entomopatdégeno pueden presentar cuatro comportamientos germinativos
diferentes sobre la cuticula del hospedante:

a. Emision de un tubo germinativo corto que perforara el tegumento.
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b. Emision de un tubo germinativo largo errante sobre la superficie.
c. Emision de un tubo germinativo mas o menos corto en cuya extremidad se
forma un comdio secundario diferente a la del primario.

d. No puede germioar (Pekrul and Grula, 1979 y Samson e/ al., 1988).

3. Pepetracion

Después de la germinacion de esporas se produce una serie de transformaciones
fisicas y/o quimicas, tanto a nivel del tegumento como del conidio, permitiendo al
patogeno penetrar a la cuticula de su hospedante especifico. De ser asi, podria existir un
estimulo determinado para esta penetracion, el cual puede ser diferente o no. segiin el
hospedante y patdégeno considerando, el paquete enzimatico disponible podria ser
insuficiente. Esto lo demuestran los casos donde las comdias logran germinar sobre
insectos que no son sus hospedantes pero que no logran penetrar en su intcrior y no

provocan mortalidad (Campos, 1965; Boucias and T.atgé, 1986 v Samson ef al., 1988).

ESPORA A

EPICUTICULA

= ENDOCUTICULA
+ EXOCUTICULA

X

—c

Figura 2. Establecimiento de una micosis en un invertebrado. A. Adhesion de la
espora sobre la cuticula, B. Germinacion, C. Penetraciéon por la cuticula
junto al tubo germinativo, D. Colonizacion en el hemocele y la reaccion de

las defensas del hospedante (Tomado de Samson et «l., 1988).
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a.  Multiplicacién del hongo en el hemocele

Cuando el hongo ataca la cuticula y penetra, puede haber en ella reacciones
de melanizacion en el punto de penetracion y posteriormente alrededor de los elementos
fangicos. Dichas reacciones btleden. ser celulares (granulomas en los lepidopteros) o |
humorales, por mediacion de células sanguineas, sin embargo estas reacciones no
siempre estan presentes. Una vez en el interior del insecto, el hongo se multiplica
principalmente por gemacion, dando formas miscelaneas libres y unicelulares llamados
blastosporas en los Deuteromycetes, pero inexistentes entre los Entomophthorales. Sin
embargo también se producen en el hemocele hifas y protoplastos o células sin pared.
Los insectos tienen un sistema inmunoldgico, que les permite reconocer y reaccionar a
particulés extrafias dentro del hemocele. Estos podran ser propagulos de hongos,
bacterias, virus, etc., las cuales pueden ser fagocitadas si los organismos invasores no
son muy grandes. Sin embargo, el principal mecanismo de defensa o reaccion celular de
los insectos es la encapsulacion, la cual se produce por la concentracion de
plasmatocitos o granulositos alrededor del punto de infeccion, logrando asi formar una

masa pseudotisular llamada granuloma (Samson ef al., 1988).

b. Produccion de toxinas

No todos los hongos o todas las cepas de una misma especie fungica
producen toxinas en el hemocele. El término toxina se refiere a toda sustancia venenosa
producida por organismos patdgenos. Sin embargo, otros vocablos han surgido como
micotoxinas, fitotoxinas y vivotoxinas. Estas toxinas son sustancias que pueden, en
ciertos casos originar la muerte del insecto debido a sus propiedades insecticidas, pero
ademas, ellas acttian como inhibidores de las reacciones de defensa del hospedante por
alteraciones de los hemocitos y retardo en la agregacion de las células de la hemolinfa.

Las toxinas que producen los hongos entomopatogenos son de dos tipos.
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- Macromoléculas proteicas
Son enzimas extracelulares secretadas en cantidades significativas en
medios de cultivos o en el interior del insecto.
- Toxinas de bajo peso molecular
La produccion de estos metabolitos secundarios (moléculas de tamaiio
medio a pequeiio, con peso molecular menor de 2000 mol) es una propiedad genética de
cada hongo, pero su produccion puede ser alterada por factores como nutrientes, pH,

temperatura, etc., ellos derivan de precursores tales como acetatos 'y aminoacidos.

Las principales toxinas de este grupo son los ciclodepsipeptidos,
producidos por Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, siendo las mas comunes
las destroxinas, nombre genérico dado a éstos compuestos provenientes del segundo
hongo citado. Dentro de las destroxinas estan: A (CaoHs70:N5) y B (Cy5HasOsNy); asi
mismo los 14 desipéptidos, donde 5 eran conocidos (A, B, C, D y la desmetildestruxina
B), mientras que las nueve restantes son nuevas (E, Ay, Ay, Bi, B2, C, DI, Dy y Ep)

(Vey and Gotz, 1986).

4. Muerte del insecto
La muerte del insecto parasitado por un Deuteromycete ocurre generalmente
antes que el hongo colonice todo el interior del hemocele. Ella es originada, en parte,
por la accién de las sustancias téxicas secretadas por el hongo. La muerte del
hospedante marca el final de la fase parasitada para continuar creciendo
saprofiticamente por todos los tejidos y compartiendo, en ciertos insectos, con la flora
bacteriana intestinal. El tiempo que demanda la muerte del insecto dependera de la cepa,

del hospedante y de los factores ambientales (Lecuona, 1995; Orietta y Larrea, 2003).
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5. Colonizacion total en el insecto
Luego de la muerte el micelio invade todos los drganos y tejidos, comenzando
en ciertos casos por el tejido graso. Después de la colonizacion total, aunque en algunos
casos el hongo llega a respetar algunos tejidos como glandulas de seda, musculos,
traqueas y huevos de pulgones oviparos, el cadaver se transforma en una momia
resistente a la descomposicion bacteriana, aparentemente y sin poder generalizar debido

a la accion de antibidticos liberados por el hongo (Pekrul and Grula, 1979).

6. Emergencia del hongo hacia el exterior
El hongo se encuentra formando una gran masa miceliar en el interior del
hospedante, manteniendo intacto su tegumento. Puede permanecer bajo esta forma en
cuanto las condiciones de humedad relativa sean bajas, en ambientes himedos y calidos
lograra atravesar nuevmﬁente el tegumento pero esta vez desde el interior hacia el
exterior del insecto. Generalmente emerge por las regiones menos esclerosadas del
tegumento, como las membranas intersegmentales o los espiraculos, pero esto

dependera también del hospedante y de su estado de desarrollo (Lecuona, 1995).

7. Esporulacion

Una vez que las hifas atraviesan el tegumento, ellos pueden quedar en esta etapa
vegetativa o pasar a la reproductiva dentro de las 24 a 48 horas, como formacion de
conidias o esporas, si las condiciones de humedad relativa son altos. El insecto pasa
ahora a tomar una coloracidn que sera caracteristica para cada especie de hongo. Por
ejemplo, blanco (Beauveria, Verticillium), verde claro (Nomuraea), verde oliva o
ceniciento (Metarhizium), blanca amarillento, rosa o rojo (Paecilomyces), blanco
grisaceo con un halo blanco alrededor del cadaver debido a que proyectan las conidias

desde conidiéforos (Entomophthorales) (Lecuona, 1995).
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8. Diseminacion
Los conidios o esporas formados sobre el insecto se diseminan por accion del

) .

viento, agua, el propio hombre o de otros organismos (Ortus Biotecnology, 2001).
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Figura 3. Ciclo biologico de los entomopatéogenos (Tomado de Orius

Biotecnology. 2001).
D. Técnicas empleadas con hongos entomopatogenos

1. Recoleccion y envio de insectos parasitados

Son encontrados, tanto vivos como muertos, en follaje, axilas y hojas de las
plantas, cn el interior de tallos o corteza de los arboles, sobre la superficie o en el suclo
incluso, en las crias de insectos criados en laboratorio se procura separar aquellos
insectos que presentan sintomas anormales en su crecimiento. Los insectos muertos y
| adherido al vegetal, cortar la porcion del vegetal dejando al insecto adherido sobre ella 'y
trasladar al laboratorio para su identificacion. Los insectos enfermos o muertos deben
ser colocados individualmente en recipientes limpios de vidrio o plastico con tapa o en
cajas de petri, cajas de [06sforo, ete., pero nunca deben colocarse en sobres de papel u
otro envoltorio similar donde pueden ser dafiados o aplastados, con un trocito de

algodon humedecido en agua destilada de preferencia. Evitar ¢l exceso de agua para que
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el insecto no se ponga en contacto directo con ella. Si se desea mas seguridad aun estas
cdmaras humedas pueden ser esterilizadas y en el momento de usarlas, trabajar dentro

de una campana de flujo laminar.

Los insectos parasitados por hongos no se colocan en agua u otra sustancia
conservante como los que son afectados por bacterias o virus que pueden aceptar hasta
0.5 ml de agua destilada. El material se conservara mejor a températura y humedad
relativas bajas (heladera) hasta el momento de la identificacion o de su aislamiento,
evitando el posible crecimiento de hongos saprofitos presentes en los insectos o la
proliferacién bacteriana con la éon.secuencia putrefaccion del espécimen. Para insectos

vivos implicaria la cria individual hasta la posible micosis llaméandose cuarentena.

Las muestras deben ser acompafiadas de la siguiente informacion: nombre del
recolector, lugar y fecha, cultivo o ambiente, nombre del insecto y cualquier otra

observacion que considere util, como grado de la enfermedad (epizo6tico o enzo6tico),

tratamientos quimicos sobre el cultivo, etc. (Lecuona, 1995).

2. Aislamiento
Los hongos éntomopatégenos pueden ser aislados por diferentes procedimientos.
El mas aconsejable es el aislamiento por dilucion decimal seriada, también llamado
monosporico. Se parte de un insecto bien esporulado, logrando de 24 a 48 horas de
permanencia en una camara hﬁmeda, colociandolo en un recipiente conteniendo 10 mli
de agua destilada estéril con 0.01% de Tween 80 mas el agregado de pequefias bolitas
de vidrio de 0.1 — 0.2 mmde diémetrol y agitando facilitara la separacion de los conidios

del cuerpo del insecto, formandose una suspension concentrada del indculo.
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Posteriormente, se transfiere 1 ml a un tubo de 9 ml de agua destilada estéril mé’ns
Tween, agitando los tubos y se repite esta operaciéon cinco veces mas (en total son seis4
diluciones). De las ultimas diluciones se toman 0.1 ml y se depositan en medio nutritivo
solido mds antibidtico cloranfenicol 0.5 g/L .(500 ppm) antes de su esterilizacion o en .
medio casi frio, penicilina (30 mg/L), estreptomicina (130 mg/L) repartiendo sobre toda
la superficie, con un rastriilo de vidrio o ansa de Dngalsky, las que se colocan en estufa
a 25°C por tres o cuatro dias a mas, hasta obtener el cultivo, luego se repica en cajas de
petri o tubos con medio nutritivo inclinado (pico de flauta) y colocados en estufa. Se
asume que las colonias aisladas provienen de un conidio. De esta manera se trata de

obtener colonias puras, minimizando la variabilidad genética.

En realidad, si bien este tipo de aislamiento se denomina monospérico, no existe
la total certeza que la colonia obtenida provenga de un solo conidio o espora. El
verdadero aislamiento monosporico seria aquel en el cuil se extrae solamente un

conidio de una suspension, medio de cultivo o del propio insecto.

Una segunda forma de obtencion de cepas no tan recomendada como la anterior,
es tomar una porcion del hongo presente sobre el insecto y sembrarla en medio nutritivo
s<">1id0, en forma de estrias, consiguiendo diluir la concentracion conidial a medida qlie
se avanza con la estria lograndose un crecimiento en masa al inicio y colonias separadas
al final. De estas colonias individuales se repican en medios de cultivo siguiendo el

procedimiento anterior.
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Si las muestras estan sucias, desinfestar el insecto antes de colocarlo en camara
himeda con hipoclorito de sodio (NaClO) de 0.3 - 0.5% por 3 minutos y enjuagar tres
veces con agua destilada estéril. Habiendo algunos hongos como los Entomophthorales
que proyectan sus esporas hacia arriba. Enveste caso, se coloca el insecto parasitado
sobre la tapa de una caja de petri invertida (con el medio nutritivo hacia atriba). Luego
de 12 horas de incubacion, se produce una explosion de esporas hacia arriba en
direccion al medio. Finalmente se cambia la tapa por otra esterilizada y se incuba

normalmente (Lecuona, 1995).

3. Medios de cultivo

Son sustancias o soluciones que permite el crecimiento de uno o mas
organismos. A diferencia de los cultivos que es el producto del crecimiento de un
organismo o grupo de organismos, establecido con fines experimentales o industriales.
Asimismo el cultivo puro es el cultivo de un solo organismo y su progenie es un cultivo
clonal de un organismo libre de todo contaminante. Los medios de cultivos empleados
pueden ser tantos simples como complejos. Ellos deben suministrar los elementos
necesarios para la multiplicacion del hongo; en ciertos casos, estos requerimientos
varian con las distintas especies fiingicas. Los medios pueden ser divididos en s6lidos y

liquidos (French y Teddy, 1980; Lecuona, 1995 y Samson et al., 1988).

a. Solidos
Es aquel en el que se ha agregado un agente solidificante como la gelatina.
La mas empleada es la gelatina vegetal conocida como agar o agar - agar que es un

polisacarido que se extrae de varias especies de algas. El agar se derrite a partir de los
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80°C y tolera las altas temperaturas de esterilizacion sin descomponerse. Se solidifica
entre los 35 y 50°C siendo su valor nutritivo casi nulo. Los medios sélidos mis usados
en patologia de insectos son: Agar - Papa - Dextrosa, SDA (Sabouraud Dextrosa Agar),
SDA + 10 g de Levadura (SDAY), medios completos, (French y Teddy, 1980; Lecuona,

1995; Samson et al., 1988 y Streets, 1992).

Estos tres medios son aptos para la mayoria de los Deuteromycetes,
obteniéndose excelentes resultados con el completo. Sin embargo el hongo Nomuraea
rileyi se cultiva mejor en SMAY (Sabouraud Maltosa Agar Levadura). En todo los
casos el agua debe ser destilada o bidestilada. La esterilizacion se realiza en autoclave
durante 15 - 20 min., de 121 - 127°C bajo una presion de 1 - 1.5 atmosferas. Sabouraud
Dextrosa - Agar - Yema de huevo, es un medio complejo que es empleado para una
gran variedad de hongos pero, especialmente para los Entomophthorales (French y

Teddy, 1980; Lecuona, 1995; Samson ef al., 1988 y Streets, 1992).

b. Liquidos

Aqui no se incorpora el agente solidificante; pueden tener la misma
composicion que los s6lidos pero sin el agregado de agar, es decir con una fuente de
carbono y otra de nitrogeno. Son emp]ea;los para obtener una produccion masal
econdmica principalmente de hongos cbmo Beauveria y Metarhizium a ser utilizada en
ensayos de laboratorio y campo o en estudios sobre genética y bioquimica fungica. De
igual modo hay medios liquidos que pueden ser considerados mas complejos y caros,
siendo en algunos casos suplementados con suero animal. Son utilizados para patdgenos
obligados u otros hongos mas delicados o exigentes y de dificil crecimiento en medios

solidos (Lecuona, 1995; French y Teddy, 1980).



Cuadro 1. Presentacion del estado de mayor produccion de los hongos

entomopatogenos mas comunes.

Medio de cultive

Hongos Entomopatégenos Propagulo producido o L
B Solido Liquido
Lagenidium giganteum Sp (oosporas) ' +
Conidiobolus obscurus Sp (zygosporas) +
Entomophthorales (no producen csporas in vitro) M (cuerpo hifal) +
Beauveria brongniartii M (blastosporas) +
Beauveria bassiana M (blastosporas) +
Sp (conidias) + +
Metarhizium anisopliae Sp (conidias) +
Hirsutella thompsonii Sp (conidias) + +
Verticillium lecanii M (blastosporas) +
Sp (conidias) +
Nomuraea rileyi M (blastosporas) +
Sp (conidias) ' +
Aschersonia aleyrodis Sp (conidias) +
Culicinomyces clavisporus Sp (conidias) +
Sp = Espora, M = Mycelium .

Fuente: Samson ef al. (1988).

En cuba se producen Beauveria bassiana en medio liquido y sélido,
Metarhizium anisopliae en medio solido, Verticillium lecanii en medio s6lido y liquido,
Paecilomyces lilacinus en medio sélido, Trichoderma spp. en medio sélido y liquido

(Orietta y Larrea, 2003).

4. Coloraciones para observacion microscopica
Los colorantes utilizados cumplen la funcion de realzar o tornar mas visible a‘.los
patogenos para poder identificarlos con mayor facilidad. Para observacion microscopica
de estructuras vegetativas o reproductivas se puede utilizar varias coloraciones. Las
coloraciones mas usuales son: azul de metileno y azul lactico (Lecuona, 1995; French y

Teddy, 1980).
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5. Conservacion

El principio del almacenamiento para las colecciones o micotecas es conservar
una cepa de hongo sin pérdida de su estabilidad y viabilidad por la mayor cantidad de
afios posibles. Por que cada microorganismo puede responder distinto a los
procedimientos de almacenamiento, incluso pueden existir diferentes comportamientos
entre cepas de un mismo hongo (French y Teddy, 1980; Lecuona, 1995; Samson ef al.,

1988 y Streets, 1992).

Antes de comenzar a trabajar con cualquier cepa fungica, realizar su reactivacion
paséndola por su iﬁsecto hospedante y verificar su viabilidad y pureza. Por lo que
~ciertas cepas pueden perder alguna caracteristica importante durante su conservacion.
Hay dos grandes principios de conservacion, uno donde se reduce el metabolismo y el
otro donde se induce la dormancia de los conidios o esporas (French y Teddy, 1980;

Lecuona, 1995; Samson ef al., 1988 y Streets, 1992).

a. Reduccién del metabolismo
- Posterior a su esporulacion son almacenados a 4°C.

- Se puede preservar los hongos cubriendo con aceite mineral medicinal

estéril (aceite de parafina) la superficie de la colonia bien desarrollada.

- Se cultiva el hongo en cajas de petri con una capa delgada del medio para
luego de su esporulacion, cortar el medio en pequefios bloques de
aproximadamente 5 mm cada uno. Estos son transferidos a tubos o

recipientes con 10 ml de agua destilada estéril y colocada a 4°C.
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- Suspensiones de esporas pueden ser incorporadas a una mezcla de tierra
mas arcilla éstéril y luego de permitir su crecimiento por algunos dias
aproximadamente 10, almacenadas a bajas temperaturas (French y

Teddy, 1980; Lecuona, 1995; Samson et al., 1988 y Streets, 1992).

b. Induccion a la dormancia

- Como sustrato para secar los conidios de los hongos se tiene a la silice
(S10,) purificada, silica gel (6 - 22 mesh, sin indicador) y se esterilizan
al calor seco durante 3 h a 180°C.

- Este método de secado a frio es eficiente para conservacion a periodos
largos, 20 6 mds afios. La liofilizacion puede ser por congelamiento o por
centrifugacion.

- El almacenamiento a temperaturas ultra bajas preserva la viabilidad,
pureza y estabilidad‘ de las cepas pof periodos largos (20 6 mas afios).
Este método es mas empleado por que permite obtener temperaturas de

~196°C (Lecuona, 1995).

¢. Prevencion al ataque de Acaros durante la conservacion
Los cultivos de hongos son susceptibles de ser infectados con acaros del
género Tyroglyphus 'y Tarsonemus. Los dafios que los 4caros provocan esta
representado no solo por su alimentacion, al consumir toda la colonia flingica, sino
ademas, por la introduccion de hongos o bacterias con la consecuente contaminacion y
pérdida del material de la coleccién o con la inoculacién cruzada que realizan al pasar

de una cepa a otra. Por esta razon se acostumbra seguir los siguientes pasos:
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Los lugares de trabajo mantenerse limpios, incluyendo la entrada de aire
contaminado del exterior, los productos mas usados para éste fin son el
camphor y el paradichlorobenzeno (PDB); sin embargb, este ultimo
puede provocar crecimiento anormal de los hongos.

Existen barreras manuales, como agua, aceite, material pegajoso, etc.,
que pueden parcialmente impedir la entrada de acaros pero, no son
absolutamente practicas de emplear.

La liofilizacion o el nitrogeno liquido que proveen una proteccion
excelente para la entrada de los Acaros, al igual que el almacenamiento
en silica gel, conservacion a temperaturas proximas a 4°C, reduce la
multiplicacion de esta plaga, permaneciendo inmdviles hasta tanto no

sean retirados de la heladera (Lecuona, 1995 y Streets, 1992).

6. Bioensayos

Se designan con éste nombre a los ensayos realizados en laboratorio con

organismos vivos. A través de ellos se pueden evaluar la patogenicidad de un

microorganismo y determinar su virulencia segun los siguientes parametros:

LDSO (Dosis letal)

: Dosis en la cual muere el 50% de los individuos.

LT 50 (Ticmpo ictal : Tiempo necesario para matar el 50% de los insectos a una dosis
( po )

constante,

LCso (Concentracion 1eaty - DOSIS que provoca el 50% de mortalidad pero, en este caso, no

es posible conocer exactamente la cantidad del patdogeno

en contacto con el insecto (Lecuona, 1995).
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E. Produccion de hongos entomopatogenos

Para que un insecticida biologico pueda ser liberado con éxito al medio ambiente,
debe presentar caracteristicas tales que permitan su introduccién mediante la aplicacion

de las metodologias disponibles empleadas con los insecticidas quimicos.

1. Produccion in vitro
Cuando el objetivo es una produccién aplicando las técnicas de multiplicacion in
vitro, los principales aspectos a tener en consideracion son:
- Seleccion de una cepa capaz de producir abundante cantidad de conidios con

una virulencia suficientemente alta.

- Seleccidon y optimizacion de un medio de cultivo que permita su obtencion

con altos rendimientos.

- Que dicho medio facilite la produccién industrial de los mismos a bajos

costos

- Desarrollar una adecuada formulacion que, asegure. la calidad del producto

terminado y permita su facil aplicacion y almacenamiento (Orietta y Larrea,

2003).

a. Elmicroorganismo

El punto de partida de un bioinsecticida fingico es contar con una cepa que
demuestre una actividad marcada biologica, ademas de ser facilmente cultivable y
segura. Para que un microorganismo sea considerado un buen candidato para formar

parte de un insecticida biologico, debe reunir tres condiciones:
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- Tiene que demostrar habilidad para reducir la poblacion de insectos que

produce dafios.
- No debe ser toxico para el horhbre y animales de sangre caliente.
- Debe producirse econdmicamente en gran escala sin perder sus cualidades
'(Dunn and Mechales, 1963). |
La espeéiﬁcidad de las aislaciones, para un producto que funciona bien para
una determinada plaga, dificilmente lograra el mismo éxito contra una plaga diferente e

incluso, contra la misma plaga, pero en un ambiente distinto (Gerding y France, 2003).

b. Entorno fisico - quimico
Los requerimientos nutricionales para hongos entomopatogenos han sido en
general poco estudiados. Si bien se ha descrito una gran variedad de me‘dvios de cultivo
pafa la produccion de hongos entomopatdgenos, al igual que otros medios, ellos
contienen una fuente de ca.rbono y energia, una fuente de nitrogeno, sales inorganicas y
en algunos casos, factores de crecimiento. La relacion C:N juega un papel importante.
Su apropiado balance no solo contribuye a evjtar problemas de pH, sino que ademas un

factor determinante cuando el objetivo es lograr la esporulacion en medios liquidos.

Generalmente los requerimientos nutricionales  de  los “hongos
entomopatégenos han sido determinados estudiando el efecto producido sobre el
crecimiento, al introducir una modificacion en la composicion del medio respetando el
resto de los constituyentes. Una alternativa de busqueda, es estudiar las necesidades
nutricionales en medio solido y evaluar el crecimienio y esporulacion. Otras variables
de proceso tales como temperatura y pH Optimos para el crecimiento, asi como los

requerimientos de oxigeno, pueden ser analizados previamente (Soper and Ward, 1981).
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¢. Produccion de hongos entomopatogenos en sustratos soélidos
Durante siglos, la bioconversién de sustratos solidos ha sido aprovechada
por el hombre a través de las llamadas fermentaciones en sustrato solido (FSS),

basandose en las fermentaciones alimentarias orientales, la maduracion de quesos, el

ensilaje y el composteo.

En la actualidad, existe un renovado interés en el uso de las FSS, como son:
bajos costos de inversion en equipamiento, ménor demanda energética, mayores
productividades volumétricas, facilidad en Ja recuperacion de productos, bajos
volumenes de liquidos residuales a tratar y menores riesgos de contaminacion, entre
otros. Ello a permitido su gran difusion en procesos tales como: enriquecimiento
proteico de productos y subproductos agroindustriales; el incremento de digestibilidad
de materiales lignoceluldsicos destinado a dieta animal; la produccion de enzimas,
metabolismo metabolitos variados, esporas para ser usados en transformaciones
organicas y, la obtencion de conidios para ser usados en el control de plagas (Goettel

and Roberts, 1991).

d. Producciéon de Bongos entomopatégenos en frascos de vidrio
Para iniciar la produccion, generalmente se parte de un cultivo Stock de la
cepa seleccionada, mantenida en el laboratorio. A partir del mismo se realizan repiques
bien en medios sélidos aptos para el cultivo y esporulacién de hongos o directamente

sobre granos de arroz previamente esterilizados.
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La metodologia de trabajo desarrollada recomienda emplear frascos
conteniendo 100 g de arroz precocido y autoclavado, con un contenido de agua
aproximadamente con 25% en base himeda. Una vez cerradas con tapones de algodon u
otro material que permita el intercambio gaseoso y evite los problemas de
contaminacion, se procede a su esterilizacion en autoclave a 120°C durante 30 minutos.
Luego de esterilizados y enfriados, se procede a la inoculacion de los frascos. Finalizada
la inoculacion, los frascos son colocados en ambiente termostatizados a una temperatura
de 27 * 1°C; es aconsejable que el cuarto de cultivo mantenga ademas una humedad
relativa elevada (preferentemente no menos de 80 — 85%), a fin de evitar problemas de
desecacion. Los conidios junto con los granos de arroz, son secados a 25°C durante 72
horas, en un cuarto con uha humedad relativa del 35%. Por ultimo, el material secado es
sometido a molienda, obteniéndose un producto con tamafio de particula de 30 - 45

mesh, listo para ser sometido a control y posterior envasado (Lecuona, 1995).

e. Produccion de hongos entomopatogenos en bqlsas plastico autoclavables

Las dificultades técnicas relacionadas con la produccion de hongos
entomopatégenos en botellas de vidrio, pueden ser solucionados si las mismas son
reemplazados por bolsas de polipropileno. En lineas generales la metodologia de trabajo
y los cilidados necesarios son los anteriormente descritos. Para lo cual se utilizan bolsas
resistentes a la esterilizacion, que presentan dimensiones de 35 x 22 x 0.1 cm y

contienen 300 g de arroz precocido y autoclavado (Lecuona, 1995).
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f. Produccién de hongos entomopatiogenos en cultivo sumergido (Cultivos
liquidos agitados en zaranda)

Las fermentaciones en cultivo sumergido (CS) brindan muchas bosibilidades
exitosas en la produccion de hongos entomopatogenos. Asi por cjemplo, el disefio de
bioreactores y los sistemas de control de proceso disponible para la produccion en CS
son aspectos que cuentan con un alto grado de desarrollo y sofisticacion. Permitiendo
réalizar los cultivos ejerciendo un estricto control sobre el entorno fisico - quimico que

- rodea a los microorganismos (Lecuona, 1995; Orietta y Larrea, 2003).

e. Produccion de hongos entomopatigenos en sistema bifasico (donde se
realiza el indculo en forma liquida agitado o estatico y posteriormente se
pasa al soporte s6lido)

Consta de dos etapas: una primera de multiplicacion en medio de liquidos
para obtener micelio en abundante cantidad (la que generalmente se extiende hasta el
final de la fase de crecfmiento ex_ponenc.ia.l), seguida de una segunda etapa en la cual ¢l
micelio obtenido es distribuido en bandejas (bien sobre un sustrato solido o sobre un
soporte inerte), alojados en un cuarto con temperatura y humedad controlados hasta

alcanzar la esporulacion (Soper and Ward, 1981; Orietta y Larrea, 2003).

2. Produccién in vitro
Muchos entomopatégenos obligados, entre ellos ciertos hongos, tienen
requerimientos nutricionales tan complejos que se torna sumamente dificultoso, sino
imposible, cultivar los medios artificiales, por lo tanto, la tnica alternativa para

propagarlos, es recurrir a su multiplicacion por pasaje a través de insectos sensibles

vivos (Ignoffo and Hink, 1971).
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3.. Formulacion
 La formulacién tiene los objetivos principales: proporcionar una forma
econdmica y facilmente utilizable de un principio activo con viabilidad prolongada y de
ser posible, contribuir a incrementar su efectividad. Si bien se han logrado progresos
significativos en la formulacion de diferentes cepas de bacterias y  virus
entqmopatégenos, los hongos constituyen atn un desafio en cuanto a su formulacion se

refiere (Pereira and Roberts, 1990; Samson ef al., 1988).

Las producciones masivas estd intimamente ligada a la taxa, los hoﬁgos
pertenecientes a la division Matigomycotuina y Zygomycotina requieren un complejo
nutricional mas especifico que los Deuteromycetes. Los hongos que presentan un rango
estrecho de hospederos, pero que son muy virulentos, son generalmente los mas
dificiles de cultivar, aun mas las especies que presentan fases parasiticas y saprofiticas

en sus ciclos de vida (Orietta y Larrea, 2003).

F. Utilizacion de hongos entomopatogenos

Comienza a fines del siglo pasado en distintos paises para controlar plagas tanto de
la agricultura extensiva como en invernaculos. Es asi como se muestra en el _Cuadro 2,
hongos entomopatogenos y sus hospedantes, mientras que en el Cuadro 3, principales

organismos nocivos en los que se emplea el control biologico por aumento.



Cuadro 2. Hongos entomopatdgenos y sus hospedantes.

HONGOS ENTOMOPATOGENOS

HOSPEDANTES

Metarhizium anisopliae

M. anisopliae

Beauveria bassiana; M. anisopliae
M. anisopliae

B. bassiana

M. anisopliae; B. bassiana

M. anisopliae; B. bassiana
Zoophthora radicans

B. bassiana

M. anisopliae

B. bassiana

Sporothrix insectorum

M. anisopliae

Aschersonia aleyrodis

B. bassiana 'y M. anisopliae
Podonectria y Atractium flammeum
Nomuraea rileyi

M. anisopliae y B. bassiana

Beauveria sp.
B. bassiana

B. bassiana y M. anisopliae
B. brongniartii
M. anisopliae

M. anisopliae Var. Majus

B. bassiana; M. anisopliae

B. bassiana; M. anisopliae; Entomophaga grylli;
M. flavaviridae; Aspergillus sp. ; Sorosporelln sp.

B. bassiana
Arthrobotrys irregularis

Paecilomyces lilacinus

Mehanarva fimbriolata, M. posticata (Chicharritas de
cafias de aziicar)

Deois sp.; Zulia sp. (Chicharritas de las posturas)
Cornitermes bequaerti (Termite)

Nasutitermes exitiosus (Termite)

Heterotermes tenuis (Termite)

Sphenophorus levis; Metamasius hemipterus

(Gorgojo de la caiia de azticar)

Cosmopolites sordidus (Barrenador del banadero)
Empoasca sp. (Chicharrita verde del poroto)

Oryzophagus orizae: Lissorhoptis tibialis; Helodytes

Sfaveolatus (Gorgojos acuaticos del arroz)

Diploschema Rotundicolle (Barrenador de los Citrus)
Acromyrmex sp. (Hormiga basurera)

Leptopharsa heveae (Mosca del caucho)

Tibraca limbativentris (Chinche del arroz)

Aleirodidos y coccidos en citricos

Hypothenemus hampei (Barrenador del café)
Quadraspidiotus perniciosus (Coccidos y Pulgones)
Anticarsia gemmatalis (Oruga de la soja)

Diatraea saccharalis (Barrenados de la cafia de
azucar)

Castnia licus (Barrenados de la caiia de azicar)
Ostrinia nubilalis (Barrenados de la cafia de azGcar)
Sitophilus spp. 'y Rhizoperta dominica (Plagas de
granos almacenados)

Melolontha melolotha y M. Hippocastani (Insectos de
suelo) '

Otiorhynchus sulcatus (Insectos de suelo)

Oryctes rhinoceros (Insectos de suelo)

Nilaparvala lugens (Insectos de suelo)

Ortopteros (Acrididae)

Anthonomus grandis (Picudo del algodonero)
Melvidogyne sp. (Fitonemétodos)
M. incignita (Fitonematodos)

Fuente: Alves and Lecuona (1995).



Cuadro 3. Principales organismos nocivos en los que se emplea el control biologico por

aumento.
Organismos nocivoes Control biologico empleado
Coccus viridis Verticillivm lecanii
Saissetia spp. ‘ Verticillium lecanii
Xylosandrus compactus Beauveria bassiana
Meloidogyne spp. Paecilomyces lilacinus
Hemileia vastatrix ' Verticillium lecanii
Rhizoctonia y otras Trichoderma harzianum
Pseudococcus spp. Beauveria bassiana

Fuente: Vasquez (2003).

G. Algunos hongos entomopatégenos y sus hospedantes

1. Akanthomyces
Akanthomyces aculeatus, coloniza sbbre microlepidoptero de la familia
Noctuidae. Akanthomyces gracilis, coloniza sobre callibaphus sp. (Pyrrhocoridae).
Akanthomyces pistillariiformis, coloniza sobre microlepidopteros de la familia

Sphingidae (Samson ef al., 1988).

2. Aschersonia
Reportan que dentro de este género hay especies como A. aleyrodis y A.
placenta, infecta escamas insectiles (Coccidae y Diaspididae) y ninfas de moscas
blancas (Cave, 1995). Asi mismo se Vdice que: Aschersonia aleyrodis coloniza
Aleurothrixus floccosus (mosca blanca de los citricos), Dialeurodes citri (mosca blanca
de los citricos). También se reporta que: Ashersonia aleyrodis, coloniza ninfas de la
familia Aleyrodidae, Aschersonia cubensis y A. turbinato coloniza insectos de la familia

Lecanidae (Samson et al., 1988). -
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3. Aspergillus
Reporte que indica a: Aspergillus sp., coloniza sobre Anthonomus grandis
(picudo del algodonero) (Lecuona, 1995). También se dice que: Aspergillus parasiticus,

coloniza sobre Encarsia formosa (Samson et dl., 1988).

4. Aphanomyces
Aphanomyces astaci, coloniza sobre Pacifastacus Leniusculus (Samson et al.,

1988).

5. Asellaria

La especie Asellaria aselli, coloniza sobre Asellus aquaticus (Samson et al.,

1988).

6. Beauveria

La especie Beauveria bassiana, coloniza sobre larvas de lepidopteros, adultos de
cigarra. Beauveria amorpha, coloniza sobre adulto de coleopteros. Beauveria velata,
coloniza sobre larva de lepidoptero (Samson et al., 1988). Respecto a éste, existen
preparaciones biologicas de B. bassiana originarias de los EE.UU., China y la Ex URSS
como Boverin y Biotrol FBB, empleados en el control de Ostrinia nubilalis en maiz,
Leptinotarza decemlineata en papa, Cydia pomonella en frutales y Dentrolimus sp. En
forestales. Se debe aclarar que la lista de especies de insectos parasitados es tan ampiia,
asi mismo Beauveria bassiana, controla Spodoptera frugiperda, Sibine sp., Euprosterna
eleasa, Hypothenemus hampei, Laspeyresia pomonella. B. brongniartii, controla

Premnotrypes latitorax, Epitrix sp., Epicauta sp. (Lecuona, 1995).
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7. Conidiobolus
Conidiobolus sp., es ocasionalmente un gran factor de mortalidad de larvas de S.
Jfrugiperda (Cave, 1995). De otro modo nos dice que: Conidiobolus apiculatus, coloniza
sobre Coccinellida, Sciaridae sp. C. coronatus, coloniza larvas de escarabajo. C. major,

coloniza dipteros adultos. C. obscurus, coloniza afidos adultos (Samson et al., 1988).

8. 'Com{yceps~

Cordyceps sobolifera, ataca prepupas y pupas del defoliador del ciprés, Glena
bisulca. Cordyceps atacan adulto de dipteros, himendpteros, homopteros, arafias, larvas
y pupas de lepidopteros y coleopteros (Cave, 1995). Por otro lado se dice que las
especies de Cordyceps como: C. australis, C. calocerioides, C. gunnii, C. lloydii, C.
martialis, C. Militaris, C. nut'ans, C. polyortha, C. sabolifera, -C. tuberculata, C.
unilateralis; infectan y colonizan Tenvirostitermes sp., Paltothyreus (arsalus,
Mygalidae, larvas de Neleus sp., Camponotus sp., larvas de Elateridae, pupa de
Lepidopteros, Callibaphus sp. , ninfa de cigarritas (Samson ef al., 1988).

9. Cordycepiodeus
La especie Cordycepiodeus octosporus, C. bisporus, infectan y colonizan

termites (Tenvirostitermes sp.) (Samson et al., 1988).

10. Erynia

Las especies Erynia aquatic, parasita y colonizan dipteros. E. castrans, parasitan
y colonizan dipteros. E. conica, parasitan y colonizan dipteros acuéticos. E. dipterigena,
E. blunckiil, parasitan y colonizan moscas pequefias y Athalia rosae respectivamente. E.
elateridiphaga, parasitan y colonizan Agrotis sputator. E. gammae, E. neoaphidis, E.
radicans, E. rhizospora, E. plecopteri, E. virensis, parasitan y colonizan a larvas de
Noctuidae, Acyrthosiphon pisum, dipteros Agrotis segetum (Noctuidae), asi mismo
Erynia neophidis y Erynia dipterigena, las mismas que infectan a Acyrthosiphon pisum

y Liriomyza huidobrensis respectivamente (Samson ef al., 1988).
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11. Entomophthora
Las especies Entomophthora planchoniana ataca Aphis spiraecola y Toxoptera
citricidus. Entomophthora musae se ha encontrado atacando a la mosca casera. En
citricos en los tropicos es frecuentemente observado en Aphis spiraecola y Toxoptera
citricidus (Cave, 1995). De igual manera las especies Entomophthora culicis y E.
muscae se ha encontrado parasitando dipteros, Entomophthora epiculala sobre
Trichoplusia y Entomophthora planchoniana, Aphidis, Fresenii y Thaxteriana sobre

pulgones (Lecuona, 1995).

12. Engyodontium
La especie Engyodontium aranearum se ha encontrado atacando a ariacnidos de

la familia Apilionidae (Samson ef al., 1988).

13. Fusarium

Esta especie de Fusarium coccophillum, parasita a cochinillas (Lecuona, 1995).

14. Granulomanus
Para la especie granulomanus se dice que afectan a arafias pequeiias de la familia

Salticidae (Samson et al., 1988).

15. Gibellula
La especie Gibellula alata afecta a arafias pequedias. Gibellula leiopus ataca a
arafias de la familia Salticidae y Gibellula pulchra ataca a arafias grandes tropicales

(Samson e/ al., 1988).
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16. Hirsutella

La especie Hirsutella thompsonii ataca a: Phylocoptruta oleibora, Retractos
elaeis, Zulia entreriana, Aeneolamia selecta, M&hanarva posticata, Metamasius
hemipterus, Diatraea sp; Spodoptera sp., también Hirsutella thompsonii ataca a
Panonychus citri (Vigiani, 1990). Asi mismo Hirsutella citriformis e¢s la que causa
epizootias en el Delphacido Nilaparvata lugens, Hirsutella versicola infecta cicadelidos
de arroz en Asia (Cave, 1995) y Hirsutella thompsonii afecla 4caros (Bolafios, 2002).
Finalmente se han encontrado especies de Hirsutella citriformis afectando a
Nilaparvata sp. , H, entomophila afecta adultos de coleoptero, H. jonesii afecta a
Nephoteltix sp. , H. sausserei afecta a avispas Polistes, H. versicolor ataca a Idiocerus

sp. (Samson ef al.; 1988).

17. Hymenostilbe
Se han encontrado especies que parasitan a la mosca de la fruta como H
dipterigena, a hormigas como H. formicarum y a mosca comunes como H muscaria
(Lecuona, 1995). Asi mismo las especies Hymenostilbe dipterigena ataca a la familia
Tephritidae, H. formicarun ataca a hormiga camponotus, H. muscaria ataca mosca, H.

species ataca la familia Gryllidae (Samson ef al., 1988).

18. Legeriomyces

Por otra parte la especic Legeriomyces sp., ataca a ninfas de mosca (Samson et

al., 1988).
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19. Nomuraea

Nomuraea rileyi provoca epizootias sobre larvas de Noctuidae. Ademas N.
atypicola que parasita aracnidos (Lecuona, 1995). De igual manera Nomuraea atypicola
ataca a arafias de la familia Mygalidae sp., Nomuraea rileyi ataca a Spodoptera exigua
(Samson et al., 1988). Asi Nomuraea rileyi ataca a Spodoptera eridania, Spodoptera
frugiperda, Anticarsia gemmatilis. También Nomuraea rileyi ataca a Heliothis zea,
Spodoptera frugiperda, Plathypena includens, Agrothis gemmatalis y Plathypena
scabra (Cave, 1995). Finalmente Nomuraea rileyi es empleado para controlar

Trichoplusia spp., Plathypena scabra, Heliothis zea y Pieris rapae (Bolafios, 2002).

20. Nectria

La especie Nectria flammea es patogeno de Diaspididae (L.ecuona, 1995). De

igual manera Neciria flammea ataca a Ischnaspsis sp., (Samson ef al., 1988).

21. Pseudogibellula

Pseudogibellula formicarum ataca a Paltothyreus torsatus (Samson ef al., 1988).

22. Sporodiniella

Sporodiniella umbellata ataca a la familia Membracidae (Umbonia sp.) (Samson

et al., 1988).

23, Verticillium
Verticillium lecanii es patogeno de Coccus viridis, Ceroplastes _/loridensik,
Aphis gossypii. De igual manera Verticillium lecanii es una alternativa en Europa para

controlar a moscas blancas, trips y afidos, especialmente en cultivos bajo invernadero

(Bolafios, 2002). Es méas Verticillium lecanii infecta insectos, acaros, y arafias; ademas,
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es un saprofito de alimentos y materiales organicos. En Europa ha obtenido éxito en el
control de afidos, la mosca blaﬁca Trialeurodes vaporariorum y el Thrips tabaci en
invernaderos. En México se ha obtenido buen control del afido Myzus persicae en
cruciferas (Cave, 1995). Asi mismo Verticillium parasita diversos 6rdenes de insectos e
incluso 4caros, es patégeno de Coccus sp., de afidos (Samson et al., 1988), controla

pulgones, mosca blanca y trips en Inglaterra y Suiza (Lecuona, 1995).
H. Caracteristicas de algunos hongos entomopatogenos

DIVISION : MYCOTINA (HONGOS)

Subdivision : MASTIGOMYCOTINA

Hongo . con micelio no septado y zoosporas flagelados, presentan esporas de
restriccidon o reposo y esporangios, generalmente globosos. Atacan insectos terrestres

tornandolos a un aspecto anaranjado debido a sus esporas o esporangios.

Clase _ : Oomycetes

Orden : Saprolegniales

Familia | : Saprolegniaceae

Género : Aphanomyces de Bary (1860).

Hifa (3-9 mm de diametro), no septado, hialino, con el citoplasma granular y la
colonia se forma un delicado, escaso, aracnoide, vagando el crecimiento sobre y dentro
de medios de comunicacion. Hifa principal comunmente se bifurca en Y, la union
formada y ramas son a menudo cortas con un apice puntiagudo. Zoosporangio (hasta 3-
4 mm en la longitud) son delimitados de ramas hifales y estan sinuosos, irregulares en el

diametro, e implican los segmentos grandes del talo vegetativo. Zoosporas primarios
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enquistados en el orificio sobre aparicion del zoosporangioforo. Zoosporas secundarias
reniformes y lateralmente biflageladas. Oogonio llevan en la fase terminal sobre ramas
cortas laterales, son subesférico (20 - 29 mm de diametro), con una pared (1 - 2 mm

grueso (espeso) que esta liso en la superficie externa y sinuosa sobre él.

Subdivision : ZYGOMYCOTINA

Presentan micelio no septado y son de reproduccion sexual.

Clase : Zygomycetes

Orden : Entomophthorales

Familia : Conidiobolaceae

Género : Conidiobolus Brefeld (1972).

Sinénimos : Boudierella constantin;, Delacroixia Saccardo.

Presentan conidios liberados con fuerza. Conidios primarios con méas de un m’lcleo,
unitunicado; campanulado, esférico, periforme, elipsoidal o subcilindrico sin punto
apical y papila definida redondeada o afilada. Conidios proyectados no rodeados de
restos de membranas. Conidios primarios relativamente grandes con mas de 8 nucleos
en promedio; papila redondeada o afilada. Conidios secundarios semejantes a los
primarios. Esporas de resistencia esféricas. Nicleos pequefios, no se tifien o lo hacen

levemente con lactofenoaceto orceina (LPAO), en promedio mas de 50 por conidio.

Familia : : Entomophthoraceae
Género : Entomophthora Fresen. (1856).
Sindénimos : Empusa Cohn

Conidios primarios con mas de un niicleo, unitunicado; campanulado, esférico,
periforme, elipsoidal o subcilindrico. Conidios primarios con punto apical. Conidio

primario proyectado que estan rodeados por restos de una membrana conidial.
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Familia : Entomophthoraceae
Género : FErynia (Nowak. Ex Batko) Remaud. & Hennbert (1980).
Sinonimos : Zoophthora Batko, Strongwellsea Batko & Weiser

Conidios primarios uninucleados bitunicados; periformes elongados, fusiformes o
cilindricos. Conidi6foros ramificados, penetran el tegumento del hospedante. Conidios
primarios ovoide periforme o fusiforme; papila levemente redondeada, no claramente
diferenciada del cuerpo del conidio. Conidios secundarios semejantes a los primarios o

esféricos con o sin ¢l pequefio punto apical.

Orden : Mucorales
Familia : Entomophthoraceae
Género : Sporodiniella Boedijn (1959).

Esporangioforo marron amarillo, largo de 1 ¢m de alto, sosteniendo en el apice
ramas en forma de verticilo, las cuales produce ramificaciones en forma de verticilo de
4 - 6 esporangi6foros; cada terminal de la rama tiene una espina estéril, partiendo un
unico esporangio. Esporangio globoso de 25 - 50 pum de diametro marréon.
VEsporangiosporas (sub) globosas, hialino, con pared rugosa a fino. Zygosporas

globosas, verrugosas y negras.

Subdivisién TRICHOMYCOTINA

Micelio aseptado, tiene reproduccion sexual.

Clase : Trichomycetes

Orden : Harpellales

Familia : Legeriomycetaceae

Género : Legeriomyces Pouzar (1972).

Ramas adheridas a los talos en posicion posterior de una tripa. Celdas subtenderador
y generador de trichosporas. Trichosporas liberados con dos dependencias poseen

Zygosporas. |
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Familia : Asellarialceae
Orden : Asellariales
Género : Asellaria R. Poiss (1932).

Talos agregados hacia una posicion posterior de una tripa. Celda bifurcada en forma

de grapa. Reproduccion de artrosporas en ramas laterales de los talos.

Subdivision : ASCOMYCOTINA

Presentan micelio septado y esporas (ascosporas) producidas dentro de sacos
Hamados ascas, la que son estructurasvde reproduccion sexual meidtica ascogena o
teleomorfa. Sin embargo varios de estos hongos también producen conidiéforos y

conidios dentro de la fase de produccion asexual o anomorfica.

Clase : Ascomycetes

Familia : Hypocreaceae

Orden : Clavicipicitales

Género : Cordycepiodeus Stifler (1941).
Anamorfo : probablemente igual Paecilomyces.

Tienen ramas simples, clavadas y erectas. El micelio se origina desde la accion en el
cuerpo del hospedante. Ascas sumergidos en ascostroma, con apice estéril, asca clavada, .
liquiddndose en su madurez, cada asca posee 2 & 8 esporas, ascosporas anchos

clipsoidales con 7 — 13 septas transversas sobre la madurez, muchas veces adheridos,

con ligera pigmentacion.
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Familia : Clavicipicitaceae

Género : Cordyceps (Fr.) Link (1833) nom. Cons

Sin6énimos D ()phioco.rdyceps Peth; Torrubia Leveille

Anamorfo o Akanthomyces, Hirsutella, Hymenostilbe, Nomuraea,

Paecilomyces, Paraisaria, Pseudogibellula, Sporothrix, “Stilbella” y Verticillium.
Ascosporas unicelulares, contenidas en vesiculas caracteristicas (“spore balls™);
asociadas generalmente con abejas y otros dipteros. Ascosporas septados, no contenidas
en vesiculas (“spore balls”). Ascosporas multiseptadas solo con septas transversales, a
menudo desarticulables; ascas cilindricos a clavados. Ascosporas largas, clavadas a
cilindricos y multiseptadas. Ascas largos, filiformes, sin paredes bitunicadas pero con
un espaciamiento apical. Estroma prominente, erecto, frecuentemente clavado con una

porcion apical fértil y estipite fértil.

Orden : Hypocreales
Familia : Hypocreaceade
Género : Nectria (Fr.) (Fr.) (1849).
Sindnimos : Corallomyces Berkeley & Curtis; Sphaerostilbe Tulasne &
Tulasne.
- Anamorfos : Acremonium, Fusarvium, Stilbella, Verticillium.

Ascosporas unicelulares, contenidos en vesiculas caracteristicas de (“spore balls”);
asociadas generalmente con abejas y otros dipteros. Ascosporas septadas no conterﬁdas
en vesiculas (“spore balls”). Ascosporas multiseptadas s6lo con septas transversales a
menudo desarticulables; ascas cilindricos a clavados. Ascosporas elipsoidales a

| fusiforme, 2 6 3 septas.
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DEUTEROMYCOTINA
Deuteromycetes
Moniliales.

Stilbaceac
Akanthomyces Lebert (1858).

Insecticola Manis

Cordyceps, Torrubiella

Presentan micelio septado y ramificado, conidios producidos por fidlides en cadena

o en cabezuelos de aspecto mucoide. Conidios en cadenas secas y a menudo largos

fidlides conspicuos, generalmente aristada o en forma de botella, sobre conidiéforos

claramente distinguibles. Conidi6foros sin una vesicula. Fialides distribuidas a lo largo

de sinemas como un himenio.

Orden
Familia
Género

Telemorfos

Sphaeropsidales
Sphaeropsidaceae
Aschersonia Mont. (1848) nom.cons.

Hypocrella.

Micelio septado y ramificado, con conidios producidos por fidlides en cadena o en

cabezuelas de aspecto mucoide. Conidios no en cadenas sino en cabezuelas de aspecto

mucoide Conidiéforos en picnidios. Conidios generalmente fusiformes.

Orden
Familia
Género
Sindnimo

Telemorfos

Moniliales

Moniliaceae
Aspergillus Link (1809).
Sterigmatocytis Cramer

Eurotium, Neosartorya, Emericella



56
Presentan micelio septado y ramificado. Conidias producidos por fidlides en cadena
o en cabezuelas de aspecto mucoide. Conidias en cadena secas y a menudo largas.
Fialides conspicuos, generalmente aristada o en forma de botella, sobre conididforos
claramente distinguibles. Conidiéforos formados de un estipite no ramificado
terminando en una vesicula que produce las células conidiogénicas y/o las métulas.

Conidioéforos originados simplemente del cuerpo del insecto.

Familia : Moniliaceae
Género : Beauveria Vuill. (1912).
Telemorfo : Cordyceps (No reportado)

Micelio septado y ramificado. Conidios producidos por una célula conidiogénica
simpodial, frecuentemente con cicatrices o denticulos evidentes. Células conidiogénicas
no distribuidas en densos himenios. Conidiéforos sin estipite ni vesfcula hinchada.
Conidiéforos no en esporodoquio, conidias unicelulares. Conidias de formas diferentes,
células conidiogénicas en forma de botella, con una parte basal hinchada terminando en

un raquis en zig-zag.

Familia : Moniliaceae
Género : Engyodontium de Hoog (1978).
Telemorfo : No se conoce.

Conidi6foros hialinos, creciente a lo largo del substrato, un poco erecto, con ramas
arreglados de tipo subverticilo; celda conidiogenoso en forma de punzon y de otro modo
fialide en forma de zamorilla marchitada, muchas veces la terminacién en un raquis
geniculado y formando conidia en corto denticulos; conidia con pared uniforme, hialino,

con una celda,
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Familia : Tuberculariaceae
Género : Fusarium Link (1809)
Sindénimo : Atractium Link, Discofusarium Petch; Lechnidium Giard;

Microcera Desmazicres; Psuedomicrocera Petch.
Telemorfo : Nectria
Conidios producidos por fialides en cadena o en cabezuela de aspecto mucoide.
Conidios no en cadena en cabezuelas de aspectos mucoide, conidioforos no

desarrollados en picnidio. Conidio con una 6 mas septas, falcados y con una célula basal

caracteristica.
Familia : Stilbaceae
Género : Gibellula Cavara (1894).
Telemorfo : Torrubiella.

Conidios producidos por fidlides en cadena o en cabezucla de aspectos mucoide.
Conidios en cadenas secas y a menudo largas. Fidlides conspicuas, generalmente
aristada o en forma de botella, sobre conidi6foros claramente distinguibles.
Conidioforos formados de un estipite no ramificado terminando en una vesicula que
produce las células conidiogénicas y/o las métulas. Conidiéforos frecuentemente unidos

en sinemas; parasitando arafias.

Familia : Stilbaceac
Género : Hirsutella Pat. (1892).
Sindnimos : Desmidiospora Thaxter; Synnematium Speare;

Trichosterigma Petch; Troglobiomyces Pacioni.

Telemorfos : Cordyceps, Torrubicella y “Calonectria”.
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Conidios producidos por fidlides en cadena o en cabezuela de aspecto mucoide.
Conidios no en cadena sino en cabezueclas de aspecto mucoide. Conidioforos no
desarrollados en picnidio. Conidios no septados ni curvas. Sinemas presentes con
cstipite y cabezuela fértil mucoide. Fi;’ﬂidcs de formas diferentes, no solamente
cubriendo la parte apical del sinema; conidios generalmente menores de 5 pm. Fialides
aislados o agrubadas en capas de tipo himenio a lo largo del sincma, con una parte basal
ensanchada, estrechandose abruptamente en uno o mdas cuellos delgados y largos;

conidios individuales o en pequefios grupos, tipicamente cubiertos por una capa

mucoide.
Familia : Stilbaceae
Género : Hymenostilbe Petch (1931).
Telemorfos : Cordyceps

Conidios producidos por una célula conididgenica simpodial, frecuentemente con
cicatrices o denticulos evidentes. Células conidiogénicas frecuentemente cilindricas con
numerosas cicatrices o denticulos, distribuidas a lo largo de los sinemas en capas densas

con aspecto de himenio.

Familia : Moniliaceae
Género : Nomuraea Maubl. (1903).
Telemorfo : Cordyceps (for N. atypicola)

Conidios producidos por fidlides en cadena o en cabezuelas de aspecto mucoide.
Conidios en cadenas secas y a menudo largos. Fialides conspicuas, generalmente
aristada o en forma de botella, sobre conididforos claramente distinguibles.
Conididforos sin una vesicula. Fialides distribuidas en forma diferente. Conidioforos
simples o en sinema generalmente verticilados; conidios en largas cadenas divergentes.
Fiadlides con un cuello muy corto, conidiéforos originando densos verticilos de

ramificaciones y fialides.
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Familia : Stilbaceae
Género : Pseudogibellula Samson & H. C. Evans (1973).
Telemorfo : Torrubiella

Conidias producidos por una célula conidiogénica simpodial, frecuentemente con
cicatrices o denticulos evidentes. Células conidiogénicas no distribuidas en densos
himenios. Conidiéforos con un estipite finalizando en una vesicula que origina métulas

y células conidiogénicas.

Familia : Moniliaccae

Género : Verticillium Nees (1816).
Sindnimo : Acrostalagmus Corda
Telemorfos : Cordyceps, T erubiella.

Conidios producidos por fidlides en cadena o en cabezuela de aspecto mucoide.
Conidios no en cadenas sino en cabezuela de aspecto mucoide. Conidiéforos no
desarrollados en picnidio. Conidios no septados ni curvos. Sinemas ausentes o sin
cabezuelas. Fialides tipicamente aristadas. Fialides formando muchas conidias en

cabezuelas. Fialides en verticilos, originados sobre conidi6foros ramificados.

Familia : Monoliaceae
Género : Granulomanus de Hoog & Samson (1978).
Telemorfo : Torrubiella

Conidios producidos por una célula conidiogénica simpodial, frecuentemente con
cicatrices o denticulos evidentes. Células conidiogénicas no distribuidas en densas
himenios. Conidiéforos sin estipite ni vesicula hinchada conidiéforos no en
esporodoquio, conidios unicelulares. Conidios largos, en forma de varilla, gencralmente
nacen sobre células conidiogénicas verrugosas, asociadas con Torrubiella y Gibellula,

parasitando arafias (Barnett and Hunter, 1978; Lecuona, 1995 y Samson ef al., 1988).
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1. ldentificacion de hongos entomopatégenos

Las caracteristicas del micelio tienen un valor muy limitado, pero la presencia de
tabiques en el micelio es importante. S6lo un grupo importante, los Ficomicelos
(incluyendo Chitridiales, Qomycetas, Zigomicetos, Trychomycetes) presentan micelio
no tabicado. La mayor parte de los ﬁasidiomycetos presentan ganchos de coneccion en
su micelio, con excepcion de royas y carbones. La presencia de los ganchos de conexion
dara indicios que el hongo pertenece a los Basidiomycetos superiores, cuando no se
formaron los cuerpos fructiferos propios de cada tipo. Estos crecimientos miceliales (1 6
mas) se producen en los tabiques, conectando dos células adyacentes. La clasificacion
se basa sobre todo en el iamaﬁo, forma, color y niimero de células en cada espora
asexuada (conidios) o sexual (Oosporas, Zygosporas, Ascosporas o Basidiosporas), y
las caracteristicas de lés cuerpos fructiferos que cada tipo produce. Esto puede
observarse con bastante claridad en montajes tempqrarios o permanentes sobre objetos

(Streets, 1992).



11l. MATERIALES Y METODOS

A. Ubicacion del experimento

La recoleccion de los hongos entomopatdgenos se realizo en diferentes campos
agricolas de la Provincia de Leoncio Prado, estos fueron: Cafetal UNAS, Zoocriadero
UNAS, Banco de Germoplasma UNAS, Iundo Agricola UNAS (distrito de Rupa
Rupa), Cayumba (distrito de Mariano Damaso Beratn), Pueblo Nuevo (distrito de José
Crespo Castillo), Santa Rosa (distrito de Padre. Felipe y Luyando), San Juan de
Tulumayo (distrito de Padre Felipe y Luyando), La Divisoria (distrito de Hermilio
Valdizan) y Huacamayo (distrito de Padre Felipe y Luyando); Provincia de Leoncio
Prado y departamento de Huanuco (Figura 4); cuya situacion geografica es 10 °12° 45
Latitud Sur y 83° 35° 38" Longitud Oeste y 670 m.s.nm., en los periodos

comprendidos de julio a octubre del 2001.

B. Coleccion y envio de insectos y aracnidos parasitados

La blsqueda y recoleccion de insectos y ardenidos enfermos, muertos y colonizados
por hongos entomopatdgenos en condiciones naturales, se realizd en algunos campos
agricolas de la provincia de Leoncio Prado. Encontrandose estos insectos y aracnidos en
el follaje de las plantas, en las axilas de las hojas, interior de los tallos, corteza de los

arboles o sobre la superficie del suelo.

Aquellos insectos y aracnidos que sé encontraban muertos y adheridos al vegetal
fueron aislados con la porcion del vegetal y colocados individualmente en bolsas de
polietileno, con dimensiones de 2 pulg x 4 pulg y trasladados al laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria de la Selva donde fueron conservados
en refrigeracion. Asimismo los insectos enfermos fueron colocados en camara humeda

para la observacion de algin tipo de esporulacion.
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C. Parametros registrados

1. Frecuencia de ocurrencia
Este parametro se considero para los hongos entomopatogenos presentes en

hospedantes diferentes por localidades utilizandose la siguiente {ormula:

FOHEP= Suma de honges entomepatégenos presentes en hospedantes

diferentes por localidades

Donde:
FOHEP= Frecuencia de ocurrencia de los hongos entomopatdgenos

(Ramirez, 2001)

2. Porcentaje de localidades con presencia de hongos entomopatégenos

Este factor se obtuvo utilizando la siguiente férmula:

NLHEP
%LHEP = ——«—— x 109

NTL

Donde:
%LLHEP = Porcentaje de localidades con hongos entomopatdogenos
NLHEP = Nimero de localidades con hongos entomopatdgenos

NTL = Ntunero total de localidades (Ramirez, 2001).

D. Aislamiento
El aislamiento se realizd seglin la metodologia propuesta por French y Teddy (1980)

la que consistio en:
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1. Desinfestacion de los insectos y ardcnidos esporulados
Los insectos y aracnidos esporulados fueron sumergidos individualmente en
hipoclorito de sodio (NaClO) a 0.3% durante tres minutos; seguidamente se enjuago por
tres veces con agua destilada estéril, colocandolos en camara hameda hasta obtener la

esporulacion.

2. Siembra en PDA
La siembra fue apoyada con la utilizacion de un estereoscopio con aumentos de
0.5X; 1.0X; 1.5X; 2.0X. Se tomo una muestra con un estilete flameado en alcohol a
70%, se procedid a la siembra en cajas petri con medio de cultivo PDA (Papa —
Dextrosa - Agar), en el que se adiciono un antibidtico (estreptomicina 130 mg/l.., de
medio), en medio casi frio y se incubd a una temperatura promedio de 25°C con luz

continua.

3. Observacion de las siembras
lLas observaciones se realizaron diariamente para detectar oportunamente

posibles contaminaciones y realizar su purificacion respectiva.

4. Incremento del indculo
Se realizd con la finalidad de producir estructuras propagativas (esporas y
conidias), empleandose bolsas de polipropileno con dimensiones de 3 pulg x 8 pulg
conteniendo 20 g de arroz precosido y 5 ml de agua destilada; las que fueron selladas
con grapas en la parte superior para su esterilizacion en autoclave a 120°C por 30
minutos. Una vez enfriado, se adicion6 4 a 5 discos (1 cm de diametro) del cultivo puro
en cada una de las bolsas. Estas se movieron para distribuir uniformemente ¢l indculo y

se incubaron de 7 a 15 dias.
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E. Prucha de patogenicidad

1. Obtencién de insectes y aracnidos hospedantes
La obtencion de insectos y ardcnidos hospedantes en campo, se realizo con la
ayuda de una red entomologica, y luego fueron trasladados al laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria de la Selva donde se desinfectaron
con hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.3% y enjuagados por tres veces con agua
destilada. Una vez desinfectados se colocaron en envases de plastico (tapers) con
dimensiones de 40 ¢cm x 20 cm x 15 cm conteniendo sus respectivas fuentes de

alimentacion para cada tipo de insectos y aracnidos.

2. Inoculacién
Disolviendo 2 g del sustrato arroz en 4 ml de agua estéril (Proporcion 1:2), se
cosechd esporas o conidias de cada aislamiento. La inoculacion se realizo por medio de
un baiio total, con una jeringa de inyeccion. Considerandose para cada tratamiento 10

insectos o aracnidos vivos a quienes se les proporcioné sus alimentos respectivos.

3. Evaluacion
Se evaluaron diariamente el nimero de insectos o aracnidos muertos en cada uno
de los tratamientos. Los muertos fueron colocados individualmente en camara himeda
para favorecer la esporulacion del hongo; éste evento permite confirmar que la muerte
del insecto se debe a la accion parasitica del hongo inoculado. Los hongos que
esporularon sobre la superficie del insecto muerto fueron nuevamente reaislados y

observados al microscopio para reconfirmar la presencia del entomopatogeno.
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F. Identificacion de hongos entomopataogenos, insectos y aricnidos hospedantes

1. Montaje y sellado de hongos entomopatogenos
Se realizo a partir de las estructuras propagativas (conidias y esporas) e hifas. Se
realizaron montajes semipermanentes, colocando el material con una gota de azul
metileno y/o lactofenol, dependiendo de la coloracion del hongo, tanto para las
estructuras propagativas como para las hifas. Finalmente se procedio a sellar cada uno

de los montajes, bordeando el cubreobjeto con glass de uiias.

2. Tdentificacién de hongos entomopatogenos
La identificacion hasta nivel de género, se realizd en el laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, utilizandose un
microscopio con aumentos de 5X, 10X, 40X, 100X, y las claves de Barnett and Hunter

(1978), Lecuona (1995), Gilman (1975), Toussoun and Nelson (1978), Samson ef al.

(1988) y Raper and Fenell (1965).

3. ldentificacion de insectos y aracnidos hospedantes
I.a identificacion de los insectos y aracnidos hospedantes se realizo en los
ambientes del laboratorio de Entomologia de la Universidad Nacional Agraria de Ja

Selva, para lo cual se utilizo un estereoscopio con aumentos de 0.5X, 1.5X, 2.0X, y la

colaboracion del Blgo. M.Sc. José L. Gil Bacilio.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. De la identificacion de hongos entemepatogenos

En el Cuadro 4, se muestra la posicion taxondmica de 23 géneros de hongos
entomopatogenos identificados en diferentes insectos y aracnidos hospedantes que
frecuentan diversos cultivos agricolas en diferentes lugares de Leoncio Prado;
observandose que un género pertenece a la subdivision Mastigomycotina, cuatro
géneros pertenecén a la subdivision Zygomycotina, dos géneros a la subdivision
Trichomycotina, tres géneros a la subdivision Ascomycotina y 13 géneros a la

subdivision Deuteromycotina, agrupandose en 12 familias.

Del mismo modo se aprecia que la sud division Deuteromycotina con la clase
Deuteromycetes son los mas abundantes, debido posiblemente a que se dan muchas
generaciones o ciclos en un periodo definido, a las condiciones medio ambientales
favorables y por temer un mayor rango de hosbedantes. Dentro de la subdivision
mencionada predomina el orden Moniliales con dos familias Stilbaceae y Moniliaceae,
debido a que sus micelios y conidios se producen libremente en la superficie del
hospedante, facilitando su rapida diseminacién e infeccion en otros hospedantes, tal

como lo menciona Lecuona (1995); Barnett y Hunter (1978).

1. Imsectosy ariacnidos hospedantes de hongos entomopatogenos
En el Cuadro 5, se muestra a los insectos y aracnidos que han sido encontrados e
identificados como hospedantes de cada uno de los hongos entomopatdgenos.
Encontrandose 31 géneros y agrupados en 19 familias, de las cuales siete familias sc
han identificado hasta género, quedando 22 géneros agrupados en 12 familias sin
identificar, comportandose algunos como plagas y otros como predatores y parasitoides.
Asi mismo se registra para cada hongo entomopatdgeno sus respectivos hospedantes y

localidades de Leoncio Prado, donde fueron recolectados.



Cuadro 4. Posicion taxonomica de los géneros de hongos entomopatdogenos

identificados en algunos sectores de Leoncio Prado,

experimento.

Subdivision y Clase Orden y Familia Género
Mastigomycotina: Saprolegniales:
Oomycetes Saprolegniaceae Aphanomyces
Zygomycotina: Entomophthorales:
Zygomycetes Conidiobolaceae Conidiobolus
Zygomycotina: Entomophthorales:
Zygomycetes Entomophthoraceae Entomophthora
Zygomycotina: Entomophthorales:
Zygomycetes Entomophthoraceae Erynia
Zygomycotina: Mucorales:
Zygomycetes Entomophthoraceae Sporodiniella
Trichomycotina: Harpellales:
Trichomycetes Legeriomycetaceae Legeriomyces
‘Trichomycotina: Asellariales:
Trichomycetes Asellarialceae Asellaria
REINO Ascomycotina: Hypocreales:
Ascomycetes Hypocreaceae Cordycepiodeus
Ascomycotina: Clavicipicitales:
Ascomycetes Clavicipicitaceae Cordyceps
Ascomycotina: Hypocreales:
FUNGI Ascomycetes Nectriaceae Nectria
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Stilbaceae Akanthomyces
Deuteromycotina: Sphaeropsidales:
Deuteromycetes Sphaeropsidaceae Aschersonia
Deuteromycotina: Moniliales:
- Deuteromycetes Moniliaceae Aspergillus
Deuteromycotina: Moniliales:
DIVISION Deuteromyf:etes quiliaceae Beauveria
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Moniliaceae Engyodontium
' Deuteromycotina: Moniliales:
MYCOTINA Deuteromycetes Tuberculariaceae Fusarium
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Stilbaceae Gibellula
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Stilbaceae Hirsutella
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Stilbaceae Hymenostilbe
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Montliaceae Nomuraea
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Stilbaceae Pseudogibellula
Deuteromycotina: Montiliales:
Deuteromycetes Moniliaceae Verticillium
Deuteromycotina: Moniliales:
Deuteromycetes Moniliaceae Granulomanus

durante el



Cuadro 5. Hospedantes de los hongos entomopatogenos identificados en diferentes

cultivos.
HONGOS HOSPEDANTES LUGAR DE COLECCION
(HEP) Insectos y Ardcnidos (HEP y H)
Familia Especie

Akanthomyces - 1 Noctuidae S nd® Santa rosa, f.a Divisoria ()

Akanthomyces -2 Coccidac ('?’ Coccus sp. © La Divisoria © :

Aschersonia Aleyrodidae (70 nd® San Juan de Tulumayo, Banco de Germoplasma

AG 3)
UNAS .
i Aphclinidac © Fundo UNAS, Tulumayo

Aspergillus nd*™ San Juan de Tulumayo

Aphanomyces Gracilariidae @ nd® Santa rosa ¥
\ - 4

Asellaria Sciaridae O nd® San Juan dc Tulumayo

Beauveria — 1

Beauveria—2
Beauveria —3
Beawveria ~ 4
Conidiobolus — |
Conidiobolus - 2
Cordyceps
Cordycepiodeus
Frynia
Emomophthora
Engyodontivm
Fusarium
Granulomanus

Gibellula
Hirsutella

Hymenostilbe
Legeriomyecs — 1
Legeriomyces - 2
Nomuraea
Nectria — 1
Nectria -2
Pseudogibellula
Sporodiniella — |
Sporodiniella - 2

Verticillium

Scolytidac ¢

Formicidac '
Brassolidae €' ®

Chrysomelidae @0

Sciaridac O©
Noctuidac 7O
Noctuidae @
Cercopidac 7
Diaspididae OO
Aphididac @
Lampyridae M@
Cercopidac ¢
Salticidae V™
Salticidac
Vespidac "

Pyralidae 0
Lyonctiidac O®
Coccidae @@
Gelechidac 'O
Sciaridag 0
Diaspididac ©'®
Salticidac ™
Cercopidae MO
Sciaridac '

Coccidae OO

A
Santa rosa

Iypothenemus hampei ™ La Divisoria, Cayumba, Huacamayo, Pucblo

Atta cephalotes ™

nd®
nd®
nd®

Spodoptera frugiperda
)

nd®
nd®

Pinnaspis aspidistrae ©
Aphis spiraecola

nd®@
nd®
nd®

nd®
nd®
nd®

(8)

Leucoptera coffeella
Saissetia coffeae ®

nd®
nd®
n.d®
nd®
nd®
nd®

Coccus sp. @

(a)

(a)

(a)

Nuevo, Cafetal UNAS, Fundo UNAS @
San Juan de Tulumayo

San Juan de Tulumayo &7

Santa rosa

San Juan de Tulumayo

Fundo UNAS ®

Santa rosa, Zoocriadero UNAS
Fundo UNAS @

San Juan de Tulumayo @

San Juan dc Tulumayo ¥

San Juan de Tulumayo @

Pucblo nuevo

San Juan de Tulumayo @

San Juan de Tulumayo ©
San Juan de Tulumayo
Huacamayo @

Santa rosa @

La Divisoria, Cafctal UNAS @
La Divisoria, Cafetal UNAS @
Santa rosa ¥

San Juan de Tulumayo
San Juan de Tulumayo
La Divisoria ¥

Sar Juan de Tulumayo
San Juan de Tulumayo

La Divisoria, Pucblo, Nucvo Huacamayo, Cafctal
UNAS, Cayumba, San Juan de Tulumayo @

L3 . . . (2)
S t1a Divisoria @,

(4.3)
(4.3)

@]

n.d: no determinado ™ Plaga ® Predator © Parasitoide © Insectos Y Ardenidos

1 v 8 1. . s y afe .
) Theobroma cacao ? Coffea sp. ™ Citrus sinensis ® Solanum sessiliflorum ® Persea americana

(9 . . ) 8 {
© Elaeis suineensis 7 Musa sp. ® Zea mays ® Rosaceae

HEP: Hongos cntomopatégenos H: Hospedante

O Estado adulto U Estado larval
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Akanthomyces

Este género se encontrd colonizando microlepidopteros adultos de la familia
Noctuidae y Coccidae (Coccus sp.), infestando Theobroma cacao y Coffea sp..
respectivamente en Santa Rosa y La Divisoria, debiéndose posiblemente a que este
géncro tenga mas de un hospedante dentro de la zona de estudio. Al respecto Samson e/
al. (1988), reporta ciertas especies entomopatdgenas y sus hospedantes como
Akanthomyces  gracilis, colonizando  Callibaphus  sp.  (Pyrrhocoridae), A
pistillariiformis colonizando microlepidopteros de la familia Sphingidae y A. aculeatus

colonizando microlepidopteros de la familia Noctuidae.

Vale destacar que el hongo Akant/mﬁzyces podria ser considerado en el {uturo
dentro de un plan estratégico de control bioldgico de noctuidos y coccidos, de manera
especial contra Spodoptera frugiperda en maiz y Saissetia sp., Coccus sp., plagas de
café, olivo, citricos, aguacate, laurel y otros que han sido reportado en diversos lugares

de nuestro pais por Bondar (1939); Campos (1965) y Cisneros (1980).

Aschersonia

Entomopatogeno que ha sido registrado en adultos de moscas blancas de Ja
familia  Aleyrodidae, infestando Citrus sinensis (naranja dulce) en San Juan de
Tulumayo y Banco de Germoplasma UNAS, probablemente este hongo tenga
especificidad sobre esta familia inseétil, coincidiendo en parte con Samson ef al. (1988).
quien reporta a Aschersonia aleyrodis colonizando ninfas de la familia Aleyrodidae y
otras especies colonizando diversas familias insectiles. De igual manera, Cave (1995),

reporta a A. aleyrodis y A. placenta, que infectan escamas insectiles (Coccidae y
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Diaspididae) y ninfas de moscas blancas, Aschersonia aleyrodis colonizando
Aleurothrixus floccosus 'y Dialeurodes citri (moscas blancas de los citricos). plagas
primarias e indirectas que favorecen el crecimiento de fumagina en las hojas de los
naranjos Cisneros (1980), por lo que Aschersonia también podria ser considerado como
una alternativa de control bioldgico de plagas en este cultivo, de manera especial en

agroecosistemas con bajas precipitaciones.

Aspergillus

Este género solo fue encontrado colonizando avispitas adultas de la familia
Aphelinidae, en C. sinensis (naranja dulce) y Solanum sessiliflorum (cocona) instalados
en el Fundo UNAS y en San Juan de Tulumayo, coincidiendo con Samson ¢t al. (1988),
quienes reportaron Aspergillus parasiticus colonizando al afelinido Encarsia formosa.
De igual manera Lecuona (1995), reporta que Aspergillus sp., colonizando Anthononus
grandis (picudo mexicano del algodonero). Estos registros incentivan el uso de
programas de control bioldgico en algodon contra Anthonomus vestitus (picudo
peruano), plaga muy dafiina en la costa peruana Enriquez et al. (1975); Cisneros (1980);

Garcia (1978).

Aphanomyces

Al respecto Samson ef al. (1988), nos indica que Aphanomyces astaci, coloniza
sobre Pacifastacus leniusculus (cangrejo de mar), mieniras que en la zona de estudio fue
registrado colonizando individuos adultos de la familia Gracilariidae, infestando Persea
americana (palto) en Santa Rosa. Segin Cisneros (1980), estos fitofagos son minadores

de hojas de cultivos donde causan dafios minimos en cuanto a la produccion.



Asellaria

Registrado que moscas adultas de la familia Sciaridae son colonizados por éste
entomopatogeno, en S. sessiliflorum (cocona) y P. americana (palto) en Santa Rosa y
San Juan de Tulumayo. Sobre el referente no existe informacion para la zona estudiada.
Sin embargo Samson ef al. (198R8), reportd que Asellaria aselli, coloniza sobre Asellus
aquaticus (Asellidae). Segin Cornell (2003), las larvas de Sciaridae son de habitos
gregarios y generalmente se alimentan de materia organica y de frutas en proceso de

descomposicion, pero también han sido registradas causando daiios en plantas.

Beauveria

Este entomopatégeno se ha identificado colonizando adultos de Scolytidae
(Hypothenemus hampei), Formicidae (Atta cephalotes), Chrysomelidae y larvas de
Brassolidae, en C. arabica (café), Elaeis guineensis (palma aceitera), Musa sp.,
(platano) y P. americana (palto) en La Divisoria, Cayumba, Huacamayo, Pueblo
Nuevo, Cafetal UNAS, Fundo UNAS, San Juan de Tulumayo y Santa Rosa,
coincidiendo con los reportes de Samson er al. (1988), quienes dicen que Beauveria
bassiana coloniza larvas de lepidopteros y adultos de cigarra, B. amorpha coloniza
adultos de coleopteros, B. velata coloniza larvas de lepidopteros. De igual modo
Lecuona (1995), sostiene que B. bassiana es empleado en el control de Ostrinia
nubilalis en maiz, Leptir?ofarza decemlineata en papa, Cydia pomonella en frutales y
Dentrolimus sp., en forestales, y B. bassiana controlando S. frugiperda, Sibine sp.,
Lcuprosterna eleasa, Hypothenemus hampei, Laspyresia pomonella, B. brongniartii
controla Premnotrypes latithorax, Epitrix sp., Epicauta sp., en diversos agroecosistemas

del Per.



73
Este género ha sido trabajado por Coaguila (2001) y Jara (2003), para controlar
£orgojo negr;) del platano (Cosmopolites sordidus), obteniéndose buenos resultados en
Tingo Maria, por lo que es necesario continuar con los ensayos de Beauveria en el
control de este fitofago y otros como Chrysomelidae, Brassolidae, Hypothenemus
.hampei y Atta cephalotes, plagas de importancia econdomica en diferentes cultivos,
reportados por Beingolea (1967); Carrasco (1962); Cornell (2003); De Ingunza (1966);

Forsythe (1992); Fedepalma - Cenipalma (1997) y Cabezas ¢t al. (2003).

Conidiobolus

Entomopatégeno que se encontrd colonizando moscas adultas de | la familia
Sciaridae y larvas de lepidopteros de la familia Noctuidae (S. frugiperda) en §.
sessiliflorum (cocona) y Zea mays (maiz) en San Juan de Tulumayo y Fundo UN AS,
coincidiendo con Cave (1995), quien registra a Conidiobolus sp., como factor de
mortalidad ocasional de larvas de S. frugiperda. De igual manera Samson et al. (1988),
reportaron a Conidiobolus apiculatus colonizando Coccinellidae y Sciaridae, mientras
que C. coronatus coloniza larvas de escarabajo, C. major dipteros adultos y C. obscurus

afidos adultos.

Es interesante resaltar la interaccion Conidiobolus y S. frugiperda, ya que éste
insecto es considerado como plaga clave en maiz y otros cultivos Bondar (1939);
Campos (1965), Cisneros (1980) y Cornell (2003), situacion que incentiva a investigar
mas sobre éste entomopatégeno y poder contribuir en la solucion de ciertos problemas

fitosanitarios que estarian afectando a los agricultores de nuestra zona.
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Cordyceps

Biocontrolador que se ha registrado colonizando adultos de la familia Noctuidae,
infestando 7. cacao (cacao) en Santa Rosa y Zoocriadero UNAS. Al parecer este
entomopatdgeno es especifico para esta familia insectil, pero no se descarta su afinidad
por otros hospedantes, tal como indica Cave (1995); quien registro Cordyceps
sabolifera, atacando prepupas y pupas del defoliador del ciprés y Glena bisulca
(Geometridae). Otras especies de Cordyceps atacan adultos de dipteros, himenopteros,
homopteros, araiias, larvas y pupas de lepidopteros y coleopteros. Asi mismo Samson ef
al., (1988), reportaron a Cordyceps australis, C. sabolifera y C. tuberculata, entre otros
infectando y colonizando Tenvirostitermes sp., Paltothyreus tarsatus, Mygalidae, larvas
de Neleus sp., Camponotus sp., larvas de Elateridae, pupas de lepidopteros, Callibaphus

sp., y ninfas de cigarritas.

Cabe resaltar que Cordyceps al igual que otros entomopatdgenos podria ser
usado en el control de noctuidos y al parecer serian ain mas importantes en el control de

termites, insectos muy abundantes y destructivos en la zona de estudio.

Cordycepiodeus

Para la zona de estudio los Cercopidae adultos se constituyen en hospedantes de
Cordycepiodeus, infestando S. sessiliflorum (cocona) en el Fundo UNAS. Al respecto
no existe informacion; sin embargo Samson ef al. (1988), reportd Cordycepiodeus

octosporus, C. bisporus infectando y colonizando termites (Tenvirostitermes sp.).

Este entomopatdégeno se constituye en una alternativa de control biologico
contra cercopidos (“salivazos™) y termites, insectos de importancia econdémica,
reportado por Evans (1966) y Cornell (2003). y muy abundantes en la zona de estudio,

pero que no han sido estudiados hasta la fecha.
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Erynia

Este género se ha encontrado colonizando adultos de Pinnaspis aspidistrae
(Diaspididae), infestando C. sinensis (naranjo dulce) en San Juan de Tulumayo,
coincidiendo con los reportes de Alata (1973), Cisneros (1980); Cornell (2003);
Toussoun and Nelson (1978), quienes reportan a éste pseudocdccido como plaga
importante en citricos. Asi mismo, Samson ef al., (1988), reportaron otros hospedantes
para éste género, entre los mas importantes Erynia aquatic, E. dipterigena que parasitan
y colonizan dipteros., E. elateridiphaga parasitando Agrotis sputator y E. neophidis y
otros parasitan larvas de noctuidos, Acyrthosiphon pisum, dipteros, Agrotis segentum

(Noctuidae).

De todo lo expuesto, este entomopatogeno se podria utilizar para controlar

Acyrthosiphon pisum 'y Liriomyza huidobrensis en cultivos de la costa peruana.

Entomophthora

Biocontrolador que ha sido registrado en adultos de Aphis spiraecola
(Aphididae), infestando C. simensis (naranja dulce) en San Juan de Tulumayo.
Considerando los reportes de Lecuona (1995); Cave (1995) y Cisneros (1980); el género
Entomophthora podria ser utilizado en el control de moscas caseras y zancudos, éste
ultimo muy abundante en ¢épocas de alta precipitacion en la zona de estudio, de igual
modo en el control de pulgones cuando las condiciones agroecologicas lo amerite. Si
bien es cierto en Tingo Maria éstos afidos no constituyen mayor problema pero si lo son

en otras zonas de nuestro pais.
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Engyodontium

Este género solo fue registrado colonizando individuos insectiles adultos de la
familia Lampyridae, en cocona en San Juan de Tulumayo, no se descarta que éste
género podria tener otros hospedantes como lo confirma Samson er al. (1988), quienes
reportaron Engyodontium ;li‘arrecvr'14n1, colonizando araiias de la familia Apilionidae,
mientras que Beingolea (1963), reporta a la familia Lampyridae como plaga defoliadora

de algunos culitivos en nuestro pafs.

Estos registros incentivan a la investigacion sobre éste entomopatdgeno y poder
contribuir en la solucion de ciertos problemas fitosanitarios que estarian afectando a los

agricultores de algunos lugares del pais.

Fusarium

studios anteriores en esta zona identificaron cepas de este género, reportado
por Cabezas (1995), sin lograr determinar hospedante animal alguno. Al respecto éste
género se ha registrado colonizando adultos de la familia Cercopidae, infestando plantas
de la familia Rosaceae en Pueblo Nuevo. Asi mismo Cornell (2003) y Evans (1966),
reportaron a la familia Cercopidac como plaga de diferentes cultivos de nuestro pais.
Considerando los reportes de Lecuona (1993), el género Fusarium podria ser utilizado
en el control de Sphenorhina liturata Var. ruforivulaia, €l mismo que es importante

plaga d¢ la caia de azucar en Brasil.

Si bien es cierto en Tingo Maria éstos cercopidos no constituyen mayor
problema, no se descarta en el futuro con la implementacion de extensas areas de cafia
de azicar para extraer etanol, y ser considerados como elementos de control biologico
ya que éste género ha sido trabajado por Cerna (1993), para controlar escoba de bruja en
el cacao (Crinipellis perniciosa), obteniéndose resultados no favorables en este caso en

Tingo Maria.
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Granulomanus

Este entomopatdgeno fue registrado colonizando arafias de la familia Salticidae
en cocona para la localidad de San Juan de Tulumayo. Al respecto Samson ef al. (1988).
reporiaron que éste género infecta y coloniza arafias pequefias de la familia Salticidae.

Sobre el referente no existe informacion para la zona estudiada.

Gibellula

Dentro de la zona de estudio se ha registrado a éste género colonizando adultos
de Salticidae en cocona para San Juan de Tulumayo, no encontrandose mayor
informacion al respecto. Sin embargo Samson et al. (1988), reporté a la especies de éste
género infectando y colonizando arafias de la familia Salticidae y arafias grandes
tropicales. Preocupa 'que éstos entomopatégenos como Granulomanus 'y Gibellula estén
controlando araiias de la familia Salticidae, los que segin Aguilar (1968); Aguilar ef al.
(1977) y Cisneros (1980); son importantes depredadores de una diversidad de plagas
agricolas. Por lo que se hace necesario realizar exhaustivos estudios para verificar esta

situacion.

Hirsutella

Este entomopatogeno se ha registrado colonizando Vespidae, en C. arabica
(café) y P. americana (palto), para San Juan de Tulumayo, La Divisoria y Huacamayo.
Considerando los reportes de Bolafios (2002); Vigiani (1990); Cave (1995) y Samson ef
al. (1988); el género Hirsutella podria ser considerado en el control de Zulia entreriana,
Aeneolamia selecta, Mahanarva posticata, Metamasius hemipterus, Diatroea sp..

Spodoptera sp., Nilaparvata lugens, adultos de coleopteros y otros insectos dafiinos en
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los cultivos instalados en diversos lugarcs del pais. Precocupa que éste entomopatogeno
esté controlando avispas de la familia Salticidae y no fitofagos, los que segun Aguilar
(1968); Aguilar et al. (1977) y Cisneros (1980); son importantes depredadores de una
diversidad de plagas agricolas. Por lo que se hace necesario realizar exhaustivos

estudios para verificar si controla plagas.

Hymenostilbe

Este entomopatdgeno se ha registrado colonizando adultos de Pyralidae, en P.
americana (palto), para Santa Rosa, no encontrandose una mayor informacion al
respecto para esta zona estudiada. Al respecto, Lecuona (1995) y Samson ef al., (1988):
reportaron especies de éste género infectand? y colonizando moscas comunes, moscas
de la fruta (Tephritidae), hormigas Camponotus e individuos insectiles de la familia

Gryllidae.

Al parecer Hymenostilbe es un entomopatogeno promisorio para el control de
moscas de la fruta, fitéfagos muy abundantes y perjudiciales en los huertos vergeles de
la zona estudiada, corroborando lo mencionado por Gil (2003), quien registra 19
especies de moscas Anastrepha infestando diversos frutales nativos (zapote, araza,
caimito, guayaba) e introducidos (mango y citricos). Esta situacion incentiva a continuar
en investigaciones especificas en Hymenostilbe y ver la posibilidad si incluir en futuros

programas de control biologico.
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Legeriomyces

Este entomopatogeno ha sido registrado en Leucoptera coffeella (Lyonetiidae) y
Saissetia coffeae (Coccidae), infestando C. arabica (café), en La Divisoria y Cafetal
UNAS, no descartandose su afinidad por otros hospedantes, como lo confirma Samson
et al. (1988), quien menciona a las especies de éste género infectando y colonizando
ninfas de moscas. Considerando que Leucoptera coffeella y Saissetia sp.. son plagas
potenciales en cafetales instalados en Tingo Maria, seria meritorio realizar ensayos
utilizando éste entomopatogeno en zonas con menor precipitacion en donde las plagas

minadoras ocasionan serios daiios a los cultivos de café.

Nomuraea

Este biocontrolador ha sido regisirado en adultos de la familia Gelechidae, en P.
americana (palto), ubicados en Santa Rosa. Segun Cisneros (1980); Moreira y
Maldonado (1980) y Luque (2003), los geléchidos se consideran como serias plagas en
diferentes cultivos. Por lo que se recomienda considerar a Nomuraea como factor de
control de larvas de Spodoptera frugiperda, Anticarsia gemmatilis, Heliothis zea, etc.,
asi lo reporta Lecuona (1995); Samson et al. (1988); Cave (1995) y Bolafios (2002),

plagas muy daiiinas en diferentes lugares del pais.

Nectria

Este género ha sido registrado colonizando adultos de moscas (Sciaridae) y
queresas (Diaspididae), en C. sinensis (naranjo dulce) y cocona, en San Juan de
Tulumayo. No existe informacion alguna sobre lo referente, sin embargo Samson ef al.
(1988) y Lecuona (1995): reportaron especies de éste cntomopatogeno colonizando
Ischnaspsis  sp., y Diaspididae, recalcando que éste biocontrolador no tiene

especificidad de hospedante.
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s bien conocido que las plagas importantes de diferentes cultivos
especificamente en costa, tal como lo dicen Alata (1973); Cisneros (1980); Cornell
(2003) y Toussoun and Nelson (1978); por lo que éste entomopatogeno puede ser

utilizado con el ensayo de queresas en diferentes agroecosistemas.

Pseudogibellula

Este entomopatogeno se ha registrado colonizando aracnidos de la familia
Salticidae en café para la zona de L.a Divisoria. Al respecto no existe informacion sobre
fo referente. Sin embargo Samson ef al., (1988); reportaron especies de éste género
infectando y colonizando Paliothyreus torsatus, por lo que su especificidad es negativo.
En tal sentido preocupa que éste entomopatdogeno esté controlando arajias la familia
Salticidae, los que segin Aguilar (1968); Aguilar ef al. (1977) y Cisneros (1980), son
importantes depredadores de una diversidad de plagas agricolas. Haciéndose necesario

realizar exhaustivos estudios para verificar si controla plagas.

Sporodiniella

Este biocontrolador ha sido registrado en adultos de moscas Sciaridae y
homépteros Cercopidae en cocona, instalado en San Juan de Tulumayo. Al respecto no
existe informacion alguna; sin embargo Samson et al, (1988), reportan que
Sporodiniella umbellata la familia Membracidae (Umbonz’a sp.). Estos homopteros se
vienen incrementando en la zona de estudio infectando ufia de gato, sangre de grado y
frijol de palo, por lo que amerita realizar investigaciones y ver que posibilidad se

presentan para que éste hongo sea incluido en programas de control biolégico.
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Verticillium

Entomopatogeno encontrado colonizando adultos de Coccus sp., (Coccidae), en
C. arabica (café), instalados en La Divisoria, Pueblo Nuevo, Huacamayo, Cafetal
UNAS, Cayumba y San Juan de Tulumayo. Reportes de Bolafios (2002); Cave (1995) y
Lecuona (1995), descartan la especificidad de éste hongo, ya que colonizan Coccus
viridis, Aphis gossypii, moscas blancas, Thrips y Afidos. En los ultimos aiios
Verticillium es considerado como un componente importante en el programa de control
bioldgico de homopteros como moscas blancas y afidos, por lo que seria recomendable
continuar con estos estudios en los diversos cultivos instalados en el territorio peruano,

tal como se viene realizando en Europa y México, segin Bolafios (2002).

En resumen, se ha observado que los hongos entomopatdgenos mas promisorios
son: Beauveria, Entomophthora y Verticillium, quienes deberian ser considerados en
estudios de control biologico para la zona de estudio. De igual manera, se debe incidir
en el estudio de aquéllos hongos que atacan arafias Salticidae, insectos Vespidae y

Aphelinidae, ya que éstos son artropodos benéficos para la agricultura.

De igual modo, se registra por primera vez para la zona a los entomopatogenos
Aphanomyces, Conidiobolus, Entomophthora, Erynia, Sporodiniella, Legeriomyces,
Asellaria,  Cordycepiodeus, Cordyceps, Nectria, Akanthomyces, Aschersonia,
Engyodontium, Gibellula, Hirsutella, Hymenostilbe, Nomuraea, Pseudogibellula,

Verticillium, Granulomanus, los que ameritan ser estudiados con mayor especificidad.



82

2. Frecuencia de ocurrencia y porcentaje de infestacion de los hongos

entomopatiogenos
El Cuadro 6, muestra 23 hongos entomopatdgenos identificados hasta género en
la zona de estudio; tres géneros se han identificado en el Cafetal UNAS, uno en el
Zoocriadero UNAS, uno en ¢l Banco de Germoplasma UNAS y cuatro en el Fundo
UNAS, en la localidad de Tingo Maria; 14 géneros en Tulumayo; siete géneros en Santa
Rosa; seis géneros en La Divisoria; dos géneros en Cayumba; tres géneros en

Huacamayo y tres géneros en la localidad Pueblo Nuevo.

Asi mismo en el Cuadro 6 y Figura 5, se observa la frecuencia de ocurrencia de
los géneros de hongos entomopatdgenos de acuerdo a sus hospedantes para la zona de
muestreo. Obteniéndose en un primer plano a Beauveria, Verticillium y Legeriomyces
con nueve, seis y cuatro respectivamente. De igual manera se muestra en un segundo
plano con tres a Akanthomyces, Aspergillus e Hirsutella, dos para Aschersonia,
Asellaria, Conidiobolus, Cordyceps, Nectria, Sporodiniella y uno para Aphanomyces,
Cordycepiodeus, Erynia, Entomophthora, Engyodontium, Fusarium, Granulomanus,

Gibellula, Hymenostilbe, Nomuraea y Pseudogibellula.

De igual manera en el Cuadro 6 y Figura 6, muestra el porcentaje de infestacion
de los hongos entomopatogenos de acuerdo a las zonas de muestreo. Determinandose
Beauveria, Verticillium e Hirsutella con 80%, 60% y 30% de infestacion

respectivamente, seguidos de Akanthomyces, Aschersonia, Aspergillus, Asellaria,
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Conidiobolus, Cordyceps y ILegeriomyvces, con 20% cada uno y Aphanomyces,
Cordycepiodeus, Erynia, Entomophthora, Engyodontium, Fusarium, Granulomanus,
Gibellula, Hymenostilbe, Nomuraea, Nectria, Pseudogibellula y Sporodiniella con 10%

de infestacion.

Los resultados registrados para la frecuencia de ocurrencia de los géneros
Beauveria, Verticillium y Legeriomyces y el porcentaje de infestacion mostrados para
Beauveria, Verticillium e Hirsutella son elevados a diferencia de los demads
entomopatégenos que resultaron ser bajos. Esto se debe mas que por accion de la
temperatura y humedad relativa a la gran adaptabilidad y amplio rango de hospederos
que poseen estos microorganismos, tal como lo reportan Samson ef al. (1988); Lecuona
(1995); Cave (1995); Bolaiios (2002) y Vigiani (1990). Sin embargo, no se descarta que
una posible influencia de los factores ambientales, podrian alterar ¢l comportamiento

del insecto y la habilidad del entomopatogeno para infectar, tal como lo manifiesta

Lecuona (1995).



Cuadroe 6. Poblacién de hongos entomopatégenos identificados con sus hospedantes en 10 localidades de Leoncio Prado muestreadas en

cultivos agricolas .

HONGOS ENTOMOPATOGENOS

2 % g 8 z . S S £ S T S . 3 3 8
LOCALIDADES ¥ 5§ § s 88 8% S 5sfzfsegy %% s
| S £ & § 8888 s ¥I¥T s LSO
£ £ 3 83 §E PP E S s §E 8 g s 8§y 8ot g
£ 2 535 2 § 3 8 3 2 3 F T 2 2 LR E P I3 2 8 OB
N . T L ST RS R- S  V CRR S R~ S S N <TG M
Santa Rosa i 1 1 1 1 1 I
San Juan de Tulumayo 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1
La Divisoria 2 1 1 2 1 |
Cayumba 1 1
Guacamayo 1 1 1
Pueblo Nuevo 1 1 1
Cafetal UNAS (Tingo Maria) ' 1 2 1
Zoocriadero UNAS (Tingo Maria) 1
Banco Germoplasma UNAS (Tingo Marfa) 1
Fundo UNAS (Tingo Maria) 1 11 1
Frecuencia de Ocurrencia 3 2 3 1t 2 9 2 2 1 1 1 11 1 1 3 1 4 1 2 1 2 6
Infestacion (%) 20 20 20 10 20 8 20 20 (0 10 10 10 10 10 10 30 10 20 10 10 10 10 60

*YExpresados en hospedantes por hongo entomopatégeno.



Frecuencia de ocurrencia

Hongos entomopatogenos

Figura 5. Frecuencia de ocurrencia de los hongos entomopatoégenos de acuerdo a sus hospedantes identificados en 10 localidades de

Leoncio Prado muestreadas en cultivos agricolas.
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Figura 6. Porcentaje de infestacién de los hohgos entomopatdgenos de acuerdo a sus hospedantes identificados en 10 localidades de

Leoncio Prado muestreadas en cultivos agricolas.
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B. De la evaluacion patogénica de los hongos entomopatégenos a nivel de

laboratorio

En el Cuadro 7 y Figura 7, se muestra los porcentajes de control de cada uno de los
hongos entomopatogenos en base a hospedantes muertos y esporulados, ubicandose en
primer plano con 100% de control Aschersonia, Aspergillus, Beauveria-1, Beauveria-2,
Beauveria-3, Beauveria-4, Erynia, Entomophthora, Legeriomyces-2. Sporodiniella-1.
Sporodiniella-2, y Verticillinm. Mientras que en un segundo plano se encuentran con
90% Cordycepiodeus, con 80% Fusarium, Gibellula, Hirsutella y Pseudogibellula, con
70% Cordyceps, con 60% Conidiobolus-2, Engyodontivm y Nomuraea, 50%
Aphanomyces, Granulomanus, Hymenostilbe 'y Nectria-1, 'y con 40% de control
Akanthomyces-1, Asellaria, Conidiobolus-1, Legeriomyces-1'y Nectria-2 y cero % para

Akanthomyces-2.

Los resultados de la prueba patogénica para Aschersonia, Aspergillus, Beauveria-1,
Beauveria-2, Beauveria-3, Beauveria-4, Erynia, Entomophthora, Legeriomyces-2,
Sporodiniella-1, Sporodiniella-2 y Verticillium son elevados a diferencia de los demas
entomopatogenos que resultaron ser bajos. Esto se debe mas que por efecto de los
medios de cultivo sobre el vigor de los entomopatdgenos a la gran adaptabilidad y
amplio rango de hospedantes que poseen éstos microorganismos como también la
estabilidad del medio ambiente puede ser incluso mas importante que la patogenicidad
de la cepa en condiciones de laboratorio, como lo reportan Samson er al, (1988);
Lecuona (1995); Cave (1995); Bolafios (2002); Vigiani (1990); Orietta y Larrea (2003).
Asi mismo Akanthomyces-2 no mostrd ningin potencial de control, debiéndose
posiblemente a que éste hongo sea saprofito para Coccus sp., y pardsito para otros

hospedantes, como afirma Samson ef al., (1988).

Por otra parte los hospedantes (insectos y aracnidos) muertos y que no mostraron
esporulacion, se cree en la posibilidad de que hayan sido alectados por otros
microorganismos patdgenos que no causan esporulacion como virus, rikettsias, bacterias

y protozoarios, tal como lo refieren Cisneros (1980) y PNCB (2003).



Cuadre 7. Patogenicidad de los hongos entomopatégenos sobre sus hospedantes a nivel de laboratorio.

Hongos Hospedantes Ne Ne Ne N¢ % % % Insectos muertos
Insectos ¥ Aracnidos Insectos Insectos Insectos Insectos Por Condiciones
Entomopatogenos — : Mortalidad  Control
Familia Especie Inoculados Muertos Vivos  Esporulados Desconocidas

Akanthomyces - 1 Noctuidae ¥ nd® 10 8 2 4 80 40 40
Akamthomyces -2 Coccidae @ Coccus SP 16 10 0 0 100 0 100
Aschersonia Aleyrodidae © nd® 10 10 0 10 100 100 0
Aspergillus Aphelinidae ® nd® 10 10 0 10 100 100 0
Aphanomyces Gracilariidae ® nd® 10 7 3 5 70 50 20
Asellaria Sciaridae @ nd® 10 8 2 4 80 40 40
Beauveria — 1 Scolytidae © Hypothenemus hamper 10 10 0 10 100 100 0
Beauveria —2 Formicidae © Attasp. 10 10 0 10 100 100 0
Beauveria -3 Brassolidae @ n.d ¢ 10 10 0 10 100 100 0
Beauveria — 4 Chrysomelidae © nd® 10 10 0 10 100 100 0
Conidiobolus - 1 Sciaridae ® nd® 10 6 4 4 60 40 20
Conidiobofus - 2 Noctuidae © Spodoptera frugzperda 10 10 it 6 100 60 40
Cordyceps Noctuidae @ nd ¢ 10 9 1 7 90 70 20
Cordyeepiodeus Cercopidae © nd "’ 10 10 0 9 100 90 10
Ervnia Diaspididae ® Pinnaspis aspzdzstrae 10 10 0 ¢ 100 100 0
Entomophthora Aphididae @ Aphis spiraecola ™ 10 10 0 10 100 100 0
Engyodontium Lampyridae @ nd® 10 9 1 6 90 60 30
Fusarium Cercopidae @ nd® 10 10 0 8 100 80 20
Gramdomanus Salticidae nd® 10 8 2 5 80 50 30
Gibeliuta Salticidae nd® 10 9 1 8 %0 80 10
Hirsutelia Vespidae @ nd® 10 10 0 8 100 80 20
Hymenostilbe Psralidae @ nd© 10 7 3 5 78 50 20
Legeriomyces - 1 Lyonetiidae @ Leucoptera coffeella © 10 6 "4 4 60 40 20
Legeriomyces - 2 Coccidae @ Saissetia coﬂeae ” 16 10 0 10 100 100 0
Nomuraea Gelechidae © ndf 10 8 2 6 80 60 20
Nectria — 1 Sciaridae @ nd® 10 9 1 5 90 50 40
Nectria =2 Diaspididae @ - nd ™ 10 7 3 4 70 40 30
Pseudogibeliula Salticidae ) nd® 10 10 0 8 100 80 20
Sporodinielia - 1 Cercopidae ® nd® 10 10 0 10 100 100 0
Sporodiniella - 2 Sciaridae @ nd® 10 10 0 10 100 100 0
Verticillium Coccidae © Coccus sp. 10 10 0 10 100 100 0

[y (A) %}

Insecto Aracnido

L33
Estado adulto

Estado larval
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Figura 7. Porcentaje de control de los hongos entomopatégenos sobre sus hospedantes a nivel de laboratorio.



V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye dc la forma siguiente:

Se identificaron 23 géneros de hongos entomopatdgenos: Akanthomyces,
Aschersonia, Aspergillus, Aphanomyces, Asellaria, Beauveria, Conidiobolus,
Cordyceps, Cordycepioideus, Erynia, Entomophthora, Engyodontium, Fusarium,
Granulomanus, Gibellula, [—]irsz.ttel.la, Hymenostilbe, Legeriomyces, Nomuraea,

Nectria, Pseudogibellula, Sporodiniella'y Verticillium.

Los entomopatogenos Aphanomyces, Conidiobolus, Entomophthora, Erynia,
Sporodiniella, Legeriomyces, Asellaria, Cordycepiodeus, Cordyceps, Neciria,
Akanthomyces, Aschersonia, Engyodontium, Gibellula, Hirsutella, Hymenostilbe,
Nomuraca, Pseudogibellula, Verticillium, Granulomanus se registran por primera

vez para la zona de Tingo Maria.

Sc identificaron 18 familias de insectos y una de aracnidos como hospedantes,
entre los que destacan: Noctuidae (Spodoptera frugiperda), Coccidae (Coccus Sp.,
Saissetia  coffeae),  Aleyrodidae, Gracilariidae, Sciaridac, Scolytidae
(Hypothenemus hampei), Formicidae (Atta cephalotes), Brassolidae, Cercopidae,
Diaspididae (Pinnaspis aspidistrae), Aphididae (Aphis spiraecola), Lampyridae,

Pyralidae, Lyonetiidac (Leucoptera coffeella), Gelechidae, Chrysomelidae.
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Los hongos entomopatogenos con mayor frecuencia de ocurrencia son: Beanveria
(9); Verticillium (6); Legeriomyces (4), y menores para Akanthomyces,
Aspergillus, Hirsutella (3);, Aschersonia, Asellaria, Conidiobolus, Cordyceps,
Neciria, Sporodiniella (2) vy los géneros Aphanomyces. Cordycepiodeus. Erynia,
Entomophthora, Engyodontium, Fusarium, Granulomanus, Gibellula,

Hymenostilbe, Nomuraea y Pseudogibellula (1).

Los hongos entomopatégenos con mayor porcentaje de infestacion son: Hirsutella
(30%), Verticillium (60%) y Beauveria (80%), siendo menores para
Akanthomyces, Aschersonia, Aspergillus, Asellaria. Conidiobolus, Cordyceps y
Legeriomyces (20%) y finalmente Aphanomyces, Cordycepiodeus,  Erynia,

»

Entomophthora, Engyodontium, Fusarium, Granulomanus, Gibellula,

Hymenostilbe, Nomuraea, Nectria, Pseudogibellula y Sporodiniella (10%). *

Los entomopatdégenos con mayores niveles de patogenicidad son: Aschersonia,
Aspergillus, Beauveria—1, Beauveria-2, Beauveria-3, Beauveria-4, FErynia,
Entomophthora, Legeriomyces—-2, Sporodiniella—1, Sporodiniella-2 y Verticillium
con 100%; Cordycepiodeus con 90%; Fusarium, Gibellula, Hirsutella y
Pseudogibellula con 80%; Cordyceps con 70%; Conidiobolus—2, Engyodontium y
Nomuraea con 60%; Ap/mndmyces, Granulomanus, Hymenostilbe y Nectria—1
con 50%; Akanthomyces—1, Asellaria, Conidiobolus, Legeriomyces—1 y Nectria—2

con 40%.



VI. RECOMENDACIONES

De acucrdo a los resultados y conclusiones alcanzados se sugieren las siguientes

recomendaciones:

1. Continuar con las colecciones de hongos entomopatdégenos con la finalidad de tener
. . . ) . , . .7 roe
un inventario de la biodiversidad de géneros que tienen accion patogénica sobre

inscctos plagas en el ambito de Leoncio Prado.

2. Con nuevas colecciones identificar los hongos entomopatogenos y sus hospedantes
respectivos hasta nivel de especie y verificar su rango de hospedantes en la zona de

estudio.

3. Las especies de hongos entomopatégenos que se lograran identificar, deben
someterse a prucba de patogenicidad utilizando hospedantes de distintos ordenes

para ver su afinidad por otros hospedantes.



Vii. RESUMEN

il presente trabajo se realizd en campos agricolas de la provincia de Leoncio
Prado y en los ambientes del Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva, en el lapso comprendido de ju].iov a octubre del 2001; cuyos |
objetivos fueron los siguientes: ldentificar hongos entomopatdgenos de insectos y
aracnidos que se encuentran en diferentes cultivos tropicales y su patogenicidad bajo

condiciones de laboratorio.

Las recolecciones de éstos hongos se realizaron en los diferentes campos
agricolas y fueron trasladados a los ambientes del Laboratorio de Fitopatologia de la

Universidad Nacional Agraria de la Sclva.

En laboratorio los hongos se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 0.3%, para
ser sembrados en PDA (Papa — Dextrosa - Agar), o ser puestos en camara htiimeda hasta
obtener la esporulacion respectiva y ser sembrados. Paralelamente se han identificado
los hospedantes (insectos y aracnidos) y los hongos entomopatégenos con la ayuda del
Blgo. José L. Gil Bacilio y las claves de Barnett and Hunter (1978), Lecuona (1995),
Gilman (1975), Toussoun and Nelson (1978), Samson et al. (1988) y Raper and Fenell

(1965), respectivamente.

Obtenido los cultivos plﬁfOS se realiz6 la formulacién de cada uno de los hongos
entomopatdgenos, utilizandose arroz precosido como sustrato en bolsas de
polipropileno (3 pulg x 8 pulg) conteniendo 20 g del sustrato con 5 ml de agua
destilada, las que fueron selladas con grapas en la parte superior para su esterilizacidon
en autoclave a 120°C por 30 minutos. Una vez enfriado, se adiciond 4 a-5 discos (1 cm
de diametro) del cultivo puro en cada bolsa, las que se movieron para distribuir

uniformemente el indculo y se incubaron de 7 a 15 dias.
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Se disolvié 2 g del sustralo arroz en 4 ml de agua estéril (Proporcion 1:2) y
cosechar esporas o conidias de cada aislamiento. La inoculacion se realizo por medio de
un bafio total, con una jeringa de inyeccion. En cada uno de los envases de plastico
(tapers), se considerd para cada tratamiento 10 hospedantes (insectos o aracnidos) vivos

a los que se les proporciond su alimento respectivo.

Las evaluaciones se realizaron diariamente, el nimero de insectos o aracnidos
muertos por tratamientos fueron colocados individualmente en camara humeda para
favorecer la esporulacion del bongo, permitiéndonos confirmar la muerte del insecto se

debe a la accidn parasitica del hongo.

Los hongos que esporularon sobre la superficie del insecto o aracnido muerto
fueron reaislados sus estructuras propagativas (conidias y esporas) y observados al

microscopio para reconfirmar la presencia del entomopatdgeno.

Los parametros que se han estudiado son: frecuencia de ocurrencia y porcentaje

de infestacion de los hongos entomopatogenos.

Al finalizar el estudio, se identificaron 23 géneros de hongos entomopatdgenos,
18 familias de insectos y una de aracnidos como hospedantes. Los hongos
entomopatdgenos con mayor frecuencia de ocurrencia son: Beauveria (9); Verticillium
(6); Legeriomyces (4) y con mayor porcentaje de infestacion: Hirsutella (30%),
Verticillium (60%) y Beauveria (80%). Asi mismo los mayores niveles de
patogenicidad corresponden a Aschersonia, Aspergillus, Beauveria—1, Beauveria-2,
Beauveria-3, Beauveria-4, Erynia, Entomophthora, Legeriomyces—2, Sporodiniella—1,
Sporadiniella-2 y Verticillium (100%); Cordycepiodeus (90%); Fusarium, Gibellula,
Hirsutella y Pseudogibellula (80%).
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IX. ANEXO



MEDIOS DE CULTIVOS SOLIDOS

AGAR PAPA DEXTROSA

ABAT i 20 ¢
Dextrosa. oo 20p

SDA (SABOURAUD DEXTROSA AGAR)

DIEXITOSA. oo ittt ee e st 200 g
AL 15¢
Peptona......... 20
AGUA. .o 11

MEDIO COMPLETO

Fosfato monopotasico, KH, POy 04¢g
Fosfato disodico, NaylIPOs...ooveveiivieenens 14¢
Sulfato de magnesio, MgSO4........ccovveiiinnne. 0.6g
~ Cloruro de potasio, KCIL....................... 1.0g
Nitrato de Amonio, NHy.....cooocooiviiiiiiinninnn.. 0.7¢
Glucosa.....ooi e 100 ¢
AGAT i 15.00 g
Extracto de Levadura............................. 0 g

AR oo 1.0L



SMAY (SABOURAUD MALTOSA AGAR LEVADURA)

Maltosa.......ccooeeneen. RIS ' .............. 40 ¢
ALUAL .o SO PO RO PTORROYNt 1L
Peplond. ..o s 10 ¢
AGAL il I5g
Extracto d¢ Levadura.......ccccoovveveniieceenenn. 10g

SABOURAUD DEXTROSA AGAR - YEMA DE HUEVO

Primer Recipiente

~Agua DEStIAAA. oo 200 mi
GIUCOSAu e e 4 g
. Extracto de Levadura............. 28

Esterilizar a 121 °C por 30 min.
Segundo Recipiente
Agua Destilada...............ccooeeeeeien. e 400ml

- Sabouraud Pasteur (Peptona: 10 g/I; Glucosa: 20 g/l; Agar 15 ¢/ l pH6-6

) 18 er.

A o



Nomuraea Beauveria

Figura 8. Cultivos puros de hongos entomopatégenos.



Aschersonia

Verticillium Beauwveria

Figura 9. Colonizacion de hongos entomopatogenos sobre sus hospedantes (insectos 6

aracnidos).



Aspergillus

Figura 10. Formulacién del entomopatogeno en sustrato de arroz.



