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Efecto de la presencia del hongo entomopatdgeno Isaria fumosorosea en el consumo
de la batata aérea por Lilioceris cheni (Coleoptera: Chrysomelidae)

Erika Esmeralda Lovo Zelaya

Resumen. La batata aérea, Dioscorea bulbifera L. (Dioscoreales: Dioscoreaceae),
originaria de Asia y Africa, es una planta invasora en el Estado de Florida, Estados
Unidos, donde esta siendo controlada por su enemigo natural especifico Lilioceris cheni
Gressitt y Kimoto (Coleoptera: Chrysomelidae). Se evalud el efecto en L. cheni de un
factor bidtico, el hongo entomopatdgeno Isaria fumosorosea Wize, que es cominmente
aplicado en areas agricolas de Florida y podria ser llevado por accion del viento y la lluvia
hasta zonas donde se encuentra L. cheni como controlador biologico. Se prepararon cinco
tratamientos con diferentes concentraciones de esporas de I. fumosorosea (0, 102, 10%, 10*
y 10® esporas/mL). Se realizd el experimento con un disefio completamente al azar
durante 22 dias en dos ensayos, alimentando a los escarabajos adultos del biotipo nepalés
con hojas de D. bulbifera asperjadas con una suspension de cada tratamiento. Se
colectaron las hojas cada tres dias y se calculo el area foliar consumida por medio del
software ImageJ, a la vez que se not6 la mortalidad y micosis de L. cheni. Aunque se
observo una tendencia a la reduccion del consumo a medida que aumentaba la
concentracion de esporas, la presencia de I. fumosorosea no afectd significativamente el
consumo por parte de L. cheni. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos para las variables longevidad, tasa de mortalidad y tasa de micosis, por lo
que se infiere que el hongo I. fumosorosea no tiene ningun efecto adverso sobre los
adultos de L. cheni.

Palabras clave: Control bioldgico, Imagel, planta invasiva, tasa de consumo, tasa de
mortalidad.

Abstract. The air potato, Dioscorea bulbifera L. (Dioscoreales: Dioscoreaceae),
originally from Asia and Africa, is an invasive plant in Florida, USA, where it is
controlled by its specific natural enemy Lilioceris cheni Gressitt and Kimoto (Coleoptera:
Chrysomelidae). The effect on L. cheni by a biotic factor, the entomopathogenic fungus
Isaria fumosorosea Wize that is commonly applied in agricultural areas of Florida and
could be transported by wind and rain to areas where L. cheni is found as biological
control, was evaluated. Five treatments with different concentrations of I. fumosorosea
spores (0, 102, 103, 10%, and 10° spores/mL). Two experimental trials were conducted with
a randomized block design during 22 days in which Nepalese biotype adult beetles were
fed leaves of D. bulbifera sprayed with a suspension of one of the treatments. The leaves
were collected every three days, the consumed leaf area was measured by ImageJ
software, and mortality and mycosis were noted. Although there was a tendency to reduce
consumption as the concentration of spores increased, the presence of I. fumosorosea did
not significantly affect consumption by L. cheni. Significant differences among treatments
were not detected for longevity, mortality rate, or rate of mycosis. Thus, the fungus I.
fumosorosea appears to have no adverse effect on adult L. cheni.

Key words: Biological control, consumption rate, ImageJ, invasive plant, mortality rate.
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1. INTRODUCCION

La batata aérea, Dioscorea bulbifera L. (Dioscoreales: Dioscoreaceae), €S una especie
invasiva en el Estado de Florida, Estados Unidos. Es una planta herbacea perenne que
llega a medir cerca de 20 metros de altura 0 mas, permitiéndole escalar sobre otros arboles
e impidiendo que a estos les lleguen los rayos solares, por lo que se sofocan y mueren. D.
bulbifera tiene origenes tanto africanos como asiaticos, y recientemente se descubrio
evidencia molecular que la planta presente en Florida es originaria de China (Croxton,
Andreu, Williams, Overholt y Smith, 2011).

La propagacion vegetativa de D. bulbifera se da principalmente por medio de tubérculos
aéreos, conocidos como “batatas”. Dichos tubérculos o bulbos aéreos se forman en las
axilas de las hojas al finalizar el verano. Estos bulbos pueden llegar a pesar mas de un
kilogramo, y caen al suelo cuando las vides de la planta mueren en los meses mas frios.
Las vides vuelven a brotar en el otofio desde los tubérculos subterraneos o desde los
bulbos que se encuentran en el suelo (Center, Overholt, Rohrig y Rayamajhi, 2016).

La batata aérea fue introducida en Florida en 1905 cuando fue enviada a USDA
(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, por sus siglas en inglés), quienes
posteriormente se percataron de su potencial invasivo (Morton, 1976). Durante la década
de 1980, la batata aérea crecia en matorrales, areas de desechos y setos o cercas en
muchas partes del sur y centro de Florida (Bell y Taylor, 1982). En 1999, se reconocio a
la batata aérea como una especie invasora que altera las estructuras de las comunidades de
plantas por el desplazamiento de las especies nativas, ademas de interrumpir las funciones
ecologicas (Florida Exotic Pest Plant Council, 2003).

La USDA buscé organismos bioldgicos para controlar la batata aérea, hasta que encontro
en 2002 el escarabajo Lilioceris cheni Gressitt y Kimoto (Coleoptera: Chrysomelidae:
Criocerinae). Este escarabajo se desarrolla y alimenta exclusivamente de las hojas de la
batata aérea, por lo que, se considera un hospedero especifico de D. bulbifera (Pemberton
y Witkus, 2010). L cheni fue descubierto por primera vez en Nepal y mas tarde fue
encontrado en China (Rayamajhi et al., 2014).



Lilioceris cheni es un escarabajo de aproximadamente 9 mm de largo (Tishechkin,
Konstantinov, Bista, Pemberton y Center, 2011). Existen dos biotipos de L. cheni, los
cuales se identifican segun los siguientes morfotipos: el chino que tiene élitros de color
rojo brillante y el nepalés con élitros de color café. El desarrollo del embrion de L. cheni
requiere aproximadamente 4 dias, durante los cuales el huevo se vuelve amarillento. La
larva tiene cuatro estadios con una duracion de 2 dias cada uno; al finalizar los 8 dias pasa
al estado de pupa, el cual dura aproximadamente 16 dias. Los adultos comienzan su
apareamiento 10 dias despues de emergidos, e inician la oviposicion 5 dias después
(Center et al., 2016). Los adultos pueden llegar a vivir 6 meses, durante los cuales
producen hasta 4,000 huevos (Rayamajhi et al., 2014).

Figura 1. Lilioceris cheni biotipo nepalés (A) y Lilioceris cheni biotipo chino (B). Fotos
por: UF/IFAS.

Después de multiples investigaciones sobre el comportamiento de L. cheni bajo
condiciones de laboratorio, se llevaron a cabo las primeras liberaciones en 2011. Los
estudios de impacto realizados en 5 localidades de Florida durante 2012-2015,
demostraron que ocurrié una reduccién en la densidad de las vides y en la produccién de
bulbos de entre el 25% y el 70% durante 3 afios. A partir de esto se espera reducir el
rendimiento de la batata aérea en todo el estado y, al mismo tiempo, el incremento en la
densidad y la proliferacion de los escarabajos (Center et al., 2016).

La contaminacion de las aguas subterraneas por productos y residuos de agroquimicos es
uno de los problemas mas preocupantes tanto para paises en vias de desarrollo como para
paises desarrollados (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2002). El
control bioldgico es un método de regulacién de plagas y malezas amigable con el medio
ambiente, ya que reduce y/o sustituye el uso de dichos agroquimicos. La introduccién del
escarabajo L. cheni a Florida para suprimir las poblaciones de D. bulbifera es un ejemplo
claro del método clasico de control bioldgico. Este método se basa en la introduccion de
enemigos exoticos naturales en areas donde no estaban presentes, para controlar una
maleza especifica (Labrada, Caseley y Parker, 1996). Segin Overholt et al. (2016), las
futuras investigaciones deben enfocarse en determinar los factores biéticos y abi6ticos que
podrian limitar el establecimiento de L. cheni en algunas areas de Florida.



En Florida, la preocupacion ambiental, la reduccion de costos en insumos agricolas y el
auge de la agricultura organica, han impulsado la aplicacion de biopesticidas en los
campos agricolas. Entre ellos se utilizan los hongos entomopatdgenos, debido a que son
altamente especializados y estan asociados especificamente con sus huéspedes (Evans,
1993). Entre los mas utilizados se encuentran Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.,
Metarhizium  anisopliae Metsch.  Sorok e Isaria  fumosorosea  Wize.

Isaria fumosorosea es uno de los hongos entomopatégenos mas estudiados, debido a que
ha demostrado un alto potencial en el control de plagas de insectos de diversos drdenes.
Se usa principalmente en el control de la mosquita blanca Bemisia tabaci Gennadius.
Asimismo, ha resultado ser inofensivo contra organismos benéficos (Flores et al., 2015).
Actualmente, es aplicado como un insecticida fungico vendido comercialmente como
PFR-97™ 20% WDG, el cual es utilizado no solamente por agricultores en los cultivos,
sino por la poblacién en general en patios, jardines y bosques. Las aplicaciones frecuentes
de I. fumosorosea pueden favorecer la cantidad de propagulos flngicos en el ambiente,
mientras que la persistencia y la viabilidad de dichos propagulos pueden ser influenciadas
directa o indirectamente por muchos factores abioticos (Ayala, 2012). Segun Hayek y St.
Leger (1994), los propagulos de los hongos entomopatdgenos son dispersados de forma
pasiva y, en la mayoria de los casos, esto ocurre por la accion de los componentes
meteoroldgicos como viento y lluvia. En un estudio realizado por Ayala (2012), quien
evalud la persistencia y dispersion de I. fumosorosea en el ambiente tras la aspersion,
observaron la presencia del hongo a 100 y 150 metros del borde de la parcela donde el
hongo fue asperjado. Asimismo, detectaron el hongo en muestras de suelo cinco meses
posteriores a las aspersiones.

La importancia de la presente investigacion radica en evaluar los efectos que podrian
generarse en L. cheni si las esporas del hongo I. fumosorosea aplicado en zonas agricolas
para combatir insectos plaga, son llevadas por accion del viento hasta zonas donde esta
presente L. cheni como controlador bioldgico. Para ello se planted:
e Evaluar las tasas de consumo por adultos de L. cheni expuestos a diferentes
concentraciones de I. fumosorosea aplicadas a las hojas.
e Determinar la tasa de mortalidad y la tasa de micosis de adultos de L. cheni tras su
exposicion a las esporas de I. fumosorosea en la superficie de las hojas.
e  Comparar la longevidad de adultos de L. cheni tras la exposicion y alimentacion de
las hojas rociadas con I. fumosorosea con adultos de L. cheni sin el hongo.



2. METODOLOGIA

Sitio y materiales biologicos.

Descripcion del sitio de estudio. El estudio fue conducido en el Laboratorio de
Investigacion de Hongos Entomopatdgenos que forma parte del Laboratorio de
Contencidn e Investigacion de Control Biol6gico Norman C. Hayslip (BCRCL por sus
siglas en inglés) del Centro de Investigacion y Educacion Indian River (IRREC por sus
siglas en inglés) de la Universidad de Florida, en Fort Pierce, Florida, EEUU., durante los
meses de enero a abril de 2018. En el BCRCL se evalGan los enemigos naturales de
insectos y plantas invasoras en condiciones altamente seguras, para contribuir con
informacidn a la toma de decisiones en cuanto a la liberacion y manejo de estas especies
en la Florida (University of Florida, 2011).

Crianza de insectos. Las colonias de L. cheni fueron mantenidas dentro de camaras de
ambiente controlado, donde crecen y se reproducen en plantas de la batata aérea a una
temperatura diaria promedio de 25 °C y una fotofase de 14 horas. Para el experimento se
utilizaron 60 escarabajos entre una semana y un mes de haber pasado a la etapa adulta.

Plantas. Las hojas de la batata aérea utilizadas en el experimento pertenecieron a plantas
cultivadas en invernadero bajo luz artificial a 26 °C y humedad relativa de 80% (Figura
2). Fueron escogidas por el tamafio medio y cortadas el dia requerido. Se colocaron en un
balde con agua y posteriormente se envolvieron en papel toalla dentro de una bolsa
plastica para mantener la humedad. Se mantuvieron las hojas en refrigeracion hasta ser
utilizadas.




Establecimiento del experimento.

Diluciones. Se tomé un gramo de PFR-97™ 20% WDG y se diluy6 en 100 mL de agua
destilada. De esta suspension, se tomaron 10 pL y se colocaron en un hemocitometro de
Neubauer para realizar el conteo de esporas. A esta concentracion de esporas se le llamo
suspension inicial. A partir de esta suspension se realizaron las diluciones para cada
tratamiento, realizando los calculos para obtener el volumen diluido, que es la cantidad de
mililitros que se necesitard agregar en agua para alcanzar la nueva suspension de 50 mL
para utilizarla como tratamiento. Se calcul6 utilizando la ecuacion 1.

. CdxVvd
Vi= G [1]

Donde:

Vi= volumen inicial (mL)

Ci= concentracion inicial (esporas/mL)
Vd= volumen diluido (mL)

Cd= concentracién diluida (esporas/mL)

Las suspensiones iniciales para los ensayos 1y 2 fueron 4.32x107 esporas/mL y 3.72x10’
esporas/mL, respectivamente. Las suspensiones finales fueron 4.32x10° esporas/mL,
4.32x10% esporas/mL, 4.32x10° esporas/mL y 4.32x10? esporas/mL en ambos ensayos.

El volumen obtenido para cada concentracion se agregé a cuatro diferentes tubos de
ensayo, completando los 50 mL con agua destilada (Figura 3-A).
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Figura 3. Suspensiones de Isaria fumosorosea (A); hbjas de D. bulbifera rociadas con
Isaria fumosorosea (B).



Disefio experimental. Dentro del experimento se realizaron dos ensayos, donde se
tomaron 30 adultos (19 machos, 11 hembras) de L. cheni del biotipo nepalés. Todos los
adultos del primer ensayo tenian una semana de haber emergido. En el segundo ensayo se
utilizaron adultos de diferentes edades: 10 de una semana, 10 de dos semanas y 10 de un
mes de haber emergido. Se dejaron los adultos por 24 horas en un recipiente pléstico con
agujeros y papel toalla humedo sin ser alimentados. Los platos Petri se etiquetaron por
colores con cuatro tratamientos flngicos de I. fumosorosea (10° 10% 103, 102
blastosporas/mL y el control que fue Unicamente agua destilada). Las hojas de D.
bulbifera de tamafio medio se rociaron con las diluciones de PFR-97™ 20% WDG con un
atomizador, en orden de menor a mayor concentracion, y las hojas del control se rociaron
con agua (para evitar la contaminacion cruzada, las hojas de control se rociaron y secaron
en un area diferente). Se tratd cada hoja hasta el punto de escurrimiento, por el lado del
haz, y posteriormente se dejaron secar sobre papel toalla. Una vez seca, se colocd cada
hoja dentro de un plato Petri sobre papel filtro humedecido con 3 mL de agua. Se colocé
un escarabajo en cada plato. Se sellaron los platos Petri con Parafilm® y se colocaron en
una camara de crecimiento a 25 °C durante 24 horas, siguiendo un disefio completamente
al azar con seis repeticiones por tratamiento (Figura 4). Después de 24 horas se retird el
Parafilm y se realizd un cambio de hoja y papel filtro. Las hojas retiradas se guardaron
para la evaluacion de la tasa de consumo. Los escarabajos se alimentaron con hojas
frescas cada tres dias, que también corresponde a la frecuencia de muestreo del area de
superficie de las hojas antes y después del consumo. Ademas, se anotaron las muertes y
posteriormente las infecciones observadas por medio de micosis. Esto se realizd durante
22 dias mediante dos ensayos, teniendo un total de 60 unidades experimentales
(escarabajos).

Figura 4. Arreglo de las unidades experimentales y tratamientos al azar en camara de
crecimiento.



Medicion de variables.

Consumo. A las hojas recolectadas 24 horas después de establecer el experimento y
posteriormente cada 3 dias, se les midié con una regla el nervio central de la hoja desde la
base hasta el apice. Se fotografié cada hoja y con el software “Imagel]” se calculo el area
de las hojas antes y después del consumo, por medio de méascaras de seleccion, utilizando
las medidas del largo de las hojas tomadas previamente (Figura 5).

Figura 5. Proceso de medicion del area de las hojas en “ImagelJ”.

Longevidad y mortalidad. Para este andlisis, los insectos que fueron expuestos a los
tratamientos fueron observados diariamente. La fecha de muerte se registrd durante los 22
dias siguientes a la aplicacion de los tratamientos. Se cuantificd el nimero de insectos
muertos por cada tratamiento. La muerte se determinaba al observar al insecto sin
movilidad y en posicion boca arriba. Al morir los escarabajos se les realizaba el anélisis
de micosis, y el consumo se interpretaba como cero.

Tasa de micosis. Al detectarse la muerte de un adulto, se evaluo si esta tuvo relacion con
la exposicion o el consumo de las hojas rociadas con hongo. Se sumergid el insecto
muerto en alcohol al 70% por 10 segundos. Luego se enjuagd rapidamente con agua
destilada, se pas6 por una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto y se
enjuagd con agua destilada tres veces (Figura 6-A). Posteriormente, se dejé secar por 5
minutos y se colocd en un plato Petri con papel filtro humedecido. El plato Petri fue
sellado con Parafilm® y se coloco en el incubador por 15 dias (Figura 6-B). De esta forma
se espero el crecimiento del hongo desde el interior del insecto.



Figura 6. Esterilizacion superficial (A); Lilioceris cheni muerto en camara de crecimiento (B).

Analisis estadisticos. Los datos de consumo se analizaron mediante la prueba de Shapiro-
Wilk, para conocer su normalidad. Se realizaron ANDEVAS de una via para evaluar
diferencias entre ensayos y entre tratamientos. Se aplico la prueba de Chi? a la variable
tasa de micosis para detectar diferencias entre ensayos y tratamientos. Se realizd una
prueba exacta de Fisher para determinar si hay diferencias en la longevidad segun las
edades de los escarabajos al inicio del experimento. Se utilizé la formula de Abbott (1925)
para calcular la mortalidad corregida por tratamiento por cada 3 dias, y a estos datos se les
aplico una prueba de Kruskal-Wallis para encontrar diferencias en tasas de mortalidad
entre tratamientos. Finalmente, para analizar la longevidad se realizaron ANDEVAS. Para
esto se utiliz6 el Software “IBM SPSS” version 19, con un nivel de significancia del 5%.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Consumao.

Se encontraron hojas que no fueron consumidas pasado el dia 1 del experimento,
distribuidas de la siguiente manera: 3 en el control, 4 en la concentracion de 102
esporas/mL y 4 en la concentracion 10% esporas/mL. Para las otras concentraciones solo
quedo una hoja entera por cada tratamiento, tomando los datos de ambos ensayos. Segun
Finch y Collier (2000), antes de hacer algin contacto con la planta, los insectos detectan
particulas volatiles de éstas y sefiales visuales, y algunos deciden rechazar o continuar
examinando la planta segun las sefiales fisicas y quimicas de la superficie de la hoja
(Bernays y Chapman, 1994). Esta revision es seguida por una mordida de prueba para
revelar los quimicos contenidos en el interior de las plantas (Schoonhoven, van Loon y
Dicke, 2005), lo que podria explicar el bajo consumo en las primeras 24 horas del
experimento, donde los escarabajos estuvieron en presencia de las esporas de |I.

fumosorosea.

Cuadro 1. Analisis de varianza de los datos de consumo de los ensayos 1y 2.

Variable de respuesta al F Probabilidad

Consumo inicial Inter-grupos 2 0.305 0.738
Intra-grupos 57
Total 59

Consumo final Inter-grupos 2 0.000 1.000
Intra-grupos 57
Total 59

Consumo total Inter-grupos 2 0.050 0.951
Intra-grupos 57
Total 59




Segun los resultados de la prueba ANDEVA, no existieron diferencias significativas en el
consumo entre los ensayos 1 y 2 (Cuadro 1). Sin embargo, a nivel descriptivo se observé
que el consumo total fue mayor en el ensayo 1, con 123,142.7 mm? consumidos, mientras
que en el ensayo 2 el consumo fue de 118,971.5 mm?, teniendo una diferencia de 4,171.16
mm? (Figura 7). Lo anterior puede ser debido a que en el ensayo 2 se presentd una mayor
mortalidad en comparacion al ensayo 1 (7 a 1), reduciendo de esta forma el consumo total
del ensayo 2. Gadmez et al. (2014) evaluaron el efecto de I. fumosorosea contra el
escarabajo Microtheca ochroloma y también obtuvieron un menor consumo por parte de
M. ochroloma en el segundo ensayo, por lo que atribuyeron la diferencia a una mayor
germinacion del hongo y/o a la deposicion de esporas.
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OEnsayo 1l BEnsayo 2

Figura 7. Comparacion del consumo total promedio (con error estandar) de hojas de
Dioscorea bulbifera por adultos de Lilioceris cheni en dos ensayos con 5 tratamientos de
Isaria fumosorosea.

Al inicio del experimento se observé que a mayor concentracion de esporas hubo mayor
consumo, encontrando el primer dia el minimo consumo registrado para todos los
tratamientos, incluyendo el control (Figura 8). Esta observacién es contraria a lo que
reportaron Gamez et al. (2014), quienes encontraron que las hojas del control fueron un
3.7% mas consumidas que los tratamientos con 1 @/100 mL y 2 ¢/100 mL de la
formulacion PFR-97 20% WDG.
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Por otro lado, el dia de méximo consumo difirié para cada tratamiento (Figura 8). De
acuerdo a Schoonhoven et al. (2005), las primeras mordidas por los insectos son
normalmente pequefias. Si el insecto acepta el alimento, generalmente la mordida de
prueba es seguida por alimentacion extensiva. Esto podria explicar el bajo consumo en el
dia 1, a pesar que los escarabajos no habian sido alimentados por 24 horas.
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E
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o \
g ! ’ R
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8 / X X
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o
+ 300
3 X
<L

100
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1070 (Control) 1012 1073 10M  —x—10"6

Figura 8. Consumo de hojas de Dioscorea bulbifera por Lilioceris cheni con cinco
diferentes tratamientos de Isaria fumosorosea durante 22 dias.

No se encontraron diferencias significativas de consumo total entre tratamientos
(F=0.343; gl=4; P=0.847). Sin embargo, a nivel descriptivo, el mayor consumo total se
observé en el tratamiento con 102 esporas/mL, mientras que el menor consumo total se
observé en el tratamiento con 10° esporas/mL (Figura 9). Se observo una tendencia
similar a la encontrada por Gamez et al. (2014), quienes observaron que a medida que
aumentaba el nimero de esporas/mm?, disminuyd el porcentaje de consumo por parte de
M. ochroloma.
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Figura 9. Consumo total promedio (con error estandar) por adultos de Lilioceris cheni de
los ensayos 1y 2 por cada tratamiento.

Tasa de mortalidad.

La tasa de mortalidad en los dos ensayos combinados fue de 13.3%, pero la mayoria (7 de
8 adultos muertos) ocurrio en el ensayo 2. La menor mortalidad fue en el tratamiento de
102 esporas/mL y el control, similar a lo que reportaron Flores et al. (2015), quienes
evaluaron el efecto de I. fumosorosea contra la mosquita blanca B. tabaci, donde la
mortalidad en el control permanecié menor al 5%; mientras que en el resto de los
tratamientos se observaron dos escarabajos muertos por cada uno. Por otro lado, Gdmez et
al. (2014) obtuvieron un mayor porcentaje de mortalidad de adultos de M. ochloroma
(32.7% y 30% para cada ensayo respectivamente), sin embargo, no encontraron relacion
entre los tratamientos aplicados y la mortalidad de los escarabajos.

La mortalidad corregida utilizando la formula de Abbott modifica el porcentaje de
mortalidad de cada tratamiento segin la mortalidad en el control. En el momento en que
muere el escarabajo del control (dia 19), los porcentajes de mortalidad de los tratamientos
pueden disminuir. Si el nimero de insectos muertos en el tratamiento es igual al namero
de insectos muertos en el control, entonces el porcentaje de mortalidad corregida es 0, tal
es el caso del tratamiento 5 (10° esporas/mL) hasta el dia 22, donde ya habia dos insectos
muertos, a diferencia del control que solo tuvo 1 (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentajes de mortalidad corregida de Lilioceris cheni por tratamiento segun la
férmula de Abbott bajo condiciones de laboratorio.

Tratamientos % de mortalidad corregida

(esporas/mL) Dja4 Dia7 Dial0 Dial3 Dial6 Dial9 Dia22
102 0 8.3 8.3 8.3 8.3 0 0
10° 0 0 8.3 16.7 16.7 9.1 9.1
10 0 8.3 8.3 8.3 8.3 9.1 9.1
108 0 0 0 0 0 0 9.1

Con la prueba de Kruskal-Wallis se analizaron los resultados de la mortalidad corregida
por tratamiento, encontrando que no hay diferencias significativas (K=7.4735; G=3;
P=0.05824) entre los tratamientos con un a=0.05. Montemayor, Avery, y Cave (2016),
evaluaron varias concentraciones de I. fumosorosea sobre las cuatro etapas de desarrollo
de Microtheca ochloroma, y no reportaron una mortalidad significativa en adultos,
posiblemente debido a la cuticula dura que poseen los escarabajos, que actia como una
barrera que evita la germinacion de las blastosporas.

Tasa de micosis.

Un escarabajo del control, uno del tratamiento con 102 esporas/mL y uno del tratamiento
con 10° esporas/mL expresaron micosis. Sin embargo, al hacer la observacion
microscopica se determind que no se trataba de I. fumosorosea, sino de hongos saprofitos.
Estos se desarrollan sobre materia orgéanica, colonizando cualquier tipo de sustrato
organico que pudo estar presente en la hoja desde antes de realizar el experimento
(Cuesta, 2018). Los hongos saprofitos no causaron la muerte de los escarabajos.

En uno de los 8 adultos muertos se observo la micosis de I. fumosorosea por medio de un
microscopio (Figuras 10), 10 dias después de haber sido incubado. Asi, la tasa de micosis
fue 12.5% (1 de 8 adultos muertos). El escarabajo que presentd micosis pertenecia al
tratamiento con 106 esporas/mL, y muri6 en el dia 20 del experimento. Es posible que el
hongo se haya quedado en el interior de otros escarabajos, sin exhibir la formacién de
esporas. Estas esporas tienden a emerger por la parte anterior del escarabajo, mientras que
en el abdomen son poco visibles.

Figura 10. Lilioceris cheni infectado por Isaria fumosorosea (A); esporas en los élitros de
Lilioceris cheni (B).
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No existieron diferencias significativas entre tratamientos con respecto a la micosis
(,2=3.288; gl=4; P=0.511), debido que en solo uno de ellos (10° esporas/mL) se presento
micosis por |. fumosorosea.

Segln Elésegui y Elizondo (2010), la germinacién y penetracion de la cuticula del insecto
son momentos claves para alcanzar la patogenicidad, es decir, la capacidad patogénica se
relaciona directamente con la germinacion y crecimiento del hongo. Los insectos a
medida que se van enfermando a causa de hongos entomopatdgenos, disminuyen su
actividad fisica y alimentacion (France et al., 1999; Malpartida et al., 2013). En la Figura
11 se observa la trayectoria del consumo del escarabajo que presentdé micosis por |I.
fumosorosea, la cual muestra una disminucion en el consumo a partir del dia 16, por lo
que, segun lo mencionado anteriormente, podria indicar el inicio de su enfermedad hasta
morir en el dia 20.
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Figura 11. Comportamiento de consumo de L. cheni que presentd micosis por I.
fumosorosea.

Longevidad.

Los adultos de L. cheni pueden llegar a vivir por mas de 5 meses (Center et al., 2016). Sin
embargo, la vida promedio de los adultos en las colonias criadas en el laboratorio BCRCL
es de 40 dias. De los 60 adultos en el experimento, 52 sobrevivieron los 22 dias de
duracion de éste. En la Figura 12 se muestra el tiempo de supervivencia promedio de L.
cheni por tratamiento para cada ensayo y el promedio de ambos ensayos.
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Figura 12. Comparacién de la longevidad promedio (con error estandar) por adultos de
Lilioceris cheni expuestos a las esporas de Isaria fumosorosea de los dos ensayos.

No se encontraron diferencias significativas en la longevidad de L. cheni segin los
diferentes tratamientos (F=4.91; gl=4; P=0.742). Se comprob6 que no existieron
diferencias significativas entre la longevidad de escarabajos de diferentes edades al inicio
del experimento y los dias de sobrevivencia segun la prueba exacta de Fisher (P=0.195).
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Figura 13. Longevidad de Lilioceris cheni (con error estandar) durante el experimento
segun tres edades iniciales.
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4, CONCLUSIONES

La presencia del hongo entomopatdgeno 1. fumosorosea en las hojas de D. bulbifera y
en las concentraciones de 10°, 10* 10%y 102 esporas/mL, no afecta significativamente
el consumo de esta planta por parte de L. cheni bajo condiciones de laboratorio.

El escarabajo L. cheni no es susceptible a infectarse con el hongo I. fumosorosea bajo
condiciones de laboratorio a 25 °C y con una humedad relativa de 60%.

La longevidad de adultos de L. cheni no es afectada significativamente por la
exposicion a las blastosporas de I. fumosorosea.

El hongo 1. fumosorosea no generé efectos adversos en adultos de L. cheni, por lo que

el consumo de la batata aérea D. bulbifera no se ve afectado negativamente debido al
uso de I. fumosorosea como mecanismo de control bioldgico.
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S. RECOMENDACIONES

Estudiar el efecto de 1. fumosorosea sobre el consumo y mortalidad de las larvas de L.
cheni.

Realizar pruebas de eleccion en insectos de L. cheni con hojas infectadas y no
infectadas, para determinar si existe una preferencia en el consumo de D. bulbifera.

Comparar los efectos de I. fumosorosea sobre ambos biotipos chino y nepalés de L.
cheni.

Realizar experimentos utilizando otros hongos entomopatdgenos, tales como
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.
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7.

ANEXOS

Anexo 1. Etiqueta de PFR-97™ 20% WDG.

PFR-97 20% WDG

MICROBIAL INSECTICIDE

For control of insect and mite pests on vegetables, fruits, tobacco, and other food crops.

ACTIVE INGREDIENT:

Met Welght 5 pounds

({formerly Paecilomyces fumosorossus) P
OTHER INGREDIENT 5 oo B0 % EPA Bal No. 70051-CA-001
TOTAL e et e et 1 D0 ol e—
“Cantains 1 x 10° CFUg of product Sors Fviaguaaied 33407
KEEP QUT OF REACH OF CHILDREN '0 R !
CAUTION _—
s FOR ORGANIC PRODUCTION
FIRET AID
It on ekin or clothing: Take off contaminated clothing. Rince skin Immediately wilh pienty of water for MANUFACTURED BY:
15-20 minutes. Call 3 palson control center ar doctor for treatment advice. Dﬂf USALLC
It In ayes: Holo eye Open and rinse Elowly and gemtly with water for 15-20 minutes. REmove contact ;'I'J‘;; 1'3?“;’““’ e
lenses, I presem, aner me Nrst 5 minuise, then continue lI'iEII'g EyE. Cala p{Eﬂﬂ coniral center ar
doctor for treatment advice. CulniiG, MDD 2045
Hawe the product container or Iabel with you when calling 3 palson conirol center or doctorn, ar poing for
treatment. Hot Line Mumber. 1-500-255-3324 ChemTal C E RTI 5

PRECAUTIDOHARY STATEMENT 2

HAZARD & TO HUMAN S AND DOME 3TIC ANIMAL 3

CAUTION. HarmPul I abscroed through the sidn. Causss moderaie eye Imitation.
ANall CONLACT with SKIN, eyes oF CIMIng. WEEN Marcughly with soap and waer
after handling and before eafing, drnking. chewing gum, using babacco or using
thie toliet. Remave and wash contaminated ciothing before reuse.

PERS0ONAL PROTECTIVE EQUIPMENT

Applicators and offier handiers must wear:

« Long-eleavad shir and long pants.

« WalEnproaf gloves.

+ SNo2E Plus BOCKS.

« Migerioaders and applicalors must wear and use a NIOSH-approved
parficulate respirator wWith any N, R, or P Sler with NIOSH approval number
prefix TC-B4A, (If tank mixing with any oli-based adjuvants, Bpreacers, or
SPIRadENEICKETE, USE anly R of P MIEErs); of & MIDSH-3pproved powersd
alr purifying respiratar with an HE fiter with NIOSH approval number prefix
TC-21C. (Repeated eXposure 10 NIgh cONCEMranang of microbial proteins
can cause alengic sensitzaton )

Foliow manufaciures s Nsructions for cleaning and mainiaining FRE. If na such
Insiructions for washables, use detergent and hol waler, Keep and wash PRPE
BEparalely from other |aundry,

USER SAFETY RECOMMENDATION §

User ghousd:

« ReMave cMInG/PRE IMMediZlely I pesicise gets neioe Then wasn
tharoughly and put on clean clothing.

« Remave PPE Immediately after nandling this prodwct. Wash the cutside of
glaves belore remaving. As 500N @8 poselble, wash iharoughly and change
inta clean clotning.

ENVIRONMENTAL HAZARD S

For outdar, non-greennouse wse, do nat apply when Dees are aclively foraging.
Do nat apply directly to waler, or b areas whens Burface waler I8 present, or
1o Interiidal areas Desow 1he mean high waler mark, Do not comEmInale waer

when disposing of equipmEnt washwater of insate. Do not alow contamination
of or discharge info lak=s, streams, ponds, or public walerw3ys. Drift and runot
may be hazanious o aguatic arganisms In waler adjacent io freated areas.

DIRECTIONS FOR USE

IT IS AVBOLATION OF FEDERAL LAWTO USE THIS PRODUCT INA MANNER
INCONSISTENT WITH ITS LABELING.

Do not @pgly this product in @ way that will contact workens of odher persons,
efEner directly or Brcugh drift. Only prolected handlers may be in the area during
application, Far any reguirements spectic io your State or Tribe, consull the
Stabe or Tripal agency responsibée for pesticios reguiation

Appily 1Rl produst anly a5 speciied i Me [3bel.

AGRICULTURAL USE REGUIREMENT §
Use this product only In 3CCIMGEnce Wil 5 [Bb2ing 3nd with e Worer
Profection SEndard, 40 CFR Fart 170 This Standard conizing requirements
1of the probection of SgricuflLal Warkers on fanmE, Tresls, RUFEEMEs, and
greenhaUEEs, aND RENAIETE of 3griculural It EONEEING rery
fof raNINg, GeCOMBMINEN0N, NOUMCINON, AN BMEgEnCy 3ESISENce. It 3is0
COMIEING EPECME INITLCIONE SN0 EXCEPUONE DEMENING 10 he SEIEmEnts on
this IEbel abow personal uipment [PPE) and re

Iterval TRE requirements in tis bax oaly apply 10 USES of MIE proouc! |Mat
are covered by e Worker Frobecsion Standand.

D nod enter ar aliow *Dml’tm Inie treated ﬂﬁﬂdﬂu Ehe restricied-
eniry imterval [RE() af 4 howrs.

PPE required for early eniry io Fealed areas (N3l & permined unoer ihe
Viorier Profeciion Standard and inat Involves contact wilh anyining Mat has
peen treated. such a8 plants. soll, or waler) ks

« Cowerals.

* Vigierproot glaves

« SN0ES PIUE BOCKS.
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Anexo 2. Célculos de volumen de suspensiones para el ensayo 1.

Tratamiento 108 esporas/mL

Vie 4.32x10° esporas/mL x 50mL
4.32x10" esporas/mL

destilada

= 5 mL de suspension inicial + 45 mL de agua

Tratamiento 10* esporas/mL

Vie 4.32x10%esporas/mL x 50mL
4.32x10" esporas/mL

destilada

= 0.05 mL de suspension madre + 49.95 mL de agua

Tratamiento 10° esporas/mL

Vie 4.32x10% esporas/mL x 50mL
4.32x10 esporas/mL

destilada

= 0.005 mL de suspensién madre + 49.995 mL de agua

Tratamiento 102 esporas/mL

. 4.32x10* esporas/mL x 50mL _ y
Vi= 432%107 esporas/mL = 0.0005 mL de suspension madre + 49.9995 mL de

agua destilada

Anexo 3. Célculos de volumen de suspensiones para el ensayo 2.

Tratamiento 10° esporas/mL

Vi= 4.32x10° esporas/mL x 50mL
3.72x10" esporas/mL

destilada

= 5.8 mL de suspension madre + 44.2 mL de agua

Tratamiento 10* esporas/mL

Vi= 4.32x10*esporas/mL x 50mL
3.72x10" esporas/mL

destilada

= 0.058 mL de suspension madre + 49.942 mL de agua

Tratamiento 10° esporas/mL

Vi= 4.32x10° esporas/mL x 50mL
3.72x10" esporas/mL

destilada

= 0.0058 mL de suspension madre + 49.9942 mL de agua

Tratamiento 102 esporas/mL

. 4.32x10% esporas/mL x 50mL
Vi= 3.72x10" esporas/mL
agua destilada

= 0.00058 mL de suspension madre + 49.99942 mL de
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Anexo 4. Resultados de ANDEVA para el consumo total entre tratamientos.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 8842020.624 4 2210505.156 343 847
Intra-grupos 3.540E8 55 6436263.828
Total 3.628E8 59

Anexo 5. Resultados de ANDEVA para los datos de consumo total del ensayo 2 por las
edades al inicio del ensayo.

gl F Sig.
Consumo inicial Inter-grupos 2 2.646 .089
Intra-grupos 27
Total 29
Consumo final Inter-grupos 2 .885 424
Intra-grupos 27
Total 29
Consumo total Inter-grupos 2 1.347 277
Intra-grupos 27
Total 29

Anexo 6. Resultados de Chi cuadrado para micosis entre tratamientos.

Sig. asintotica
Valor gl g

(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4.068% 4 397
Razon de verosimilitudes 3.288 4 511
Asociacion lineal por lineal 2.000 1 157
N de casos validos 60
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Anexo 7. Resultados de ANDEVA para la longevidad entre tratamientos.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 24.100 4 6.025 491 742
Intra-grupos 674.750 55 12.268
Total 698.850 59
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