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Resumen

El comercio de los citricos es de gran importancia mundial. Sin embargo, gran cantidad
de insectos pueden afectar estas plantas incluidos los afidos. Entre las especies de afidos
mas peligrosos para los citricos se encuentra Aphis citricidus, ya que transmite eficazmente
el Citrus tristeza virus. Actualmente, la utilizacion de hongos como agentes de control de
plagas es cada vez mayor, ya que éstos representan una alternativa al uso de agroquimicos.
Beauveria bassiana ha sido ampliamente utilizado con resultados positivos en varias
especies de insectos plaga, incluido algun tipo de control sobre las poblaciones de otras
especies de afidos. Existe una coleccion de muestras de este hongo en la Universidad
Nacional (UNA); sin embargo muchas de estas han sido donadas con poca 0 ninguna
informacidn de su procedencia o sustrato sobre el que se encontraban al ser recolectados. El
objetivo general de esta investigacion fue evaluar el potencial patogénico de aislamientos
de B. bassiana de la coleccion de la UNA como agente de control biologico de A.
citricidus.

Para poder determinar el potencial patogénico de B. bassiana se realizaron bioensayos
para un total de 23 aislamientos; sin embargo para ocho bioensayos, los tratamientos
control contaron con mortalidades demasiado altas por lo que no se utilizaron para los
analisis. Se observé una variabilidad muy alta en la mortalidad producida por los 15
aislamientos analizados, algunos aislamientos produjeron una mortalidad del 100% o
cercana, mientras otras causaron mortalidades similares a los valores observados en las
placas control. Posteriormente, se realizaron otra serie de bioensayos con solamente cuatro
aislamientos donde se observd que el aislamiento BV-ECA15 produjo las mortalidades mas
altas, con probabilidad de producir la muerte de un &fido entre el doble y cuatro veces
mayor que los otros.

Con el fin de asociar la muerte de los afidos con la aplicacion del hongo de interés
(presencia del hongo en el cadaver) y no por otros factores, se utilizaron dos protocolos de
PCR descritos en la literatura como especificos para la deteccion de B. bassiana. Sin
embargo, uno de los protocolos no presentdé amplificaciones aunque se cambiaron las

condiciones de PCR. Con el segundo protocolo se logré amplificar consistentemente tres de

xiii



los aislamientos utilizados en la segunda ronda de bioensayos, mientras que otro
aislamiento no amplifico en todas las repeticiones.

Los aislamientos de B. bassiana utilizados presentaron una alta variabilidad en su
capacidad patogénica contra A. citricidus; dicha variabilidad puede deberse a diversos
factores incluyendo variables ambientales, caracteristicas intrinsecas tanto de cada
aislamiento como del afido de interés. Los protocolos de PCR utilizados resultaron
ineficientes para la amplificacion de las muestras de B. bassiana utilizadas en esta
investigacion. Se destaca la importancia de estudiar las colecciones de hongos ya que
algunas de los aislamientos podrian ser de gran potencial para controlar de manera

amigable con el ambiente varias especies de insectos plaga.
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1. Introduccion

Segun la FAO, para el afio 2010 habian aproximadamente 8.7 millones de hectareas de
citricos sembradas a nivel mundial, para una produccion cercana a los 122 millones de
toneladas (FAO, 2010 en EI-Otmani & Ait-Oubahou 2011). Existen tres géneros de citricos
de importancia comercial, Poncirus, Fortunella y Citrus, aunque en el ultimo se incluyen
las especies mas cultivadas (Agusti 2000). China, Brasil y Estados Unidos de Norteamérica
(EEUU) son los tres mayores productores (FAO 2010 en EI-Otmani & Ait-Oubahou 2011).
Aunque Costa Rica tiene una baja representacion en relacion a la produccion de citricos a
nivel mundial, se observa un crecimiento de produccién en el pais (Quirds-Arias 2005).

Los citricos tienen varios problemas fitosanitarios importantes, los cuales incluyen
virus, bacterias, nematodos, moluscos e insectos. Dentro de los insectos nocivos de mayor
importancia econdmica se encuentran especies de moscas de la fruta (Tephritidae: Diptera),
termitas (Blattodea), thrips (Thripidae), afidos (Aphididae) y minadores de hojas
(Lepidoptera) (EI-Otmani & Ait-Oubahou 2011).

Los afidos son insectos de cuerpo blando, los cuales se alimentan de sustancias
transportadas por el floema de las plantas (Voegtlin et al. 2003). En las zonas templadas,
son muy abundantes y con ciclos de vida complejos; mientras que en los trépicos, no se da
la reproduccion sexual, por lo que las poblaciones se conforman solamente por hembras
partenogénicas (Agusti 2000; Voegtlin et al. 2003).

La presencia de estos insectos en una planta puede tener consecuencias directas e
indirectas sobre la fisiologia de ésta. Entre las consecuencias directas esta el debilitamiento
de la planta por la cantidad de savia del floema extraida (Agusti 2000). También pueden
provocar dafio fisico y disminuir la capacidad fotosintética al provocar enrollamiento de la
hoja o clorosis (Rafi et al. 1997). Entre las consecuencias indirectas se encuentra la
presencia de fumagina, la cual es un crecimiento de hongo negro que puede bloquear la luz
del sol e interferir con la fotosintesis. La fumagina se forma sobre las excreciones
azucaradas de los afidos, siendo mas grave cuando las poblaciones de estos insectos son
muy altas (Liu & Sparks 2001). Otra consecuencia indirecta es la transmision de virus de
plantas (Agusti 2000).



Dentro de las especies de afidos de mayor importancia economica para el cultivo de los
citricos se encuentra Aphis citricidus (Michaud 1998; Lagos et al. 2014), conocido como el
afido café de los citricos. Se trata de una especie originaria de Asia aunque en la actualidad
es practicamente cosmopolita (Voegtlin et al. 2003). El factor mas importante a considerar
en A. citricidus es su habilidad de transmitir muy eficientemente el virus de la tristeza de
los citricos (Citrus tristeza virus, CTV), el cual ha provocado la pérdida de millones de
arboles de citricos y durante la década de 1930 caus6 una severa epidemia en Suramérica
(Voegtlin & Villalobos 1992; Voegtlin et al. 2003; Rodriguez-Leyva & Lomeli-Flores
2013). En Costa Rica, los cultivos de naranja presentan aumentos rapidos en la presencia
del CTV, més lento en toronja y ain menor en cultivos de limén (Gottwald et al. 2002). En
dicho estudio también se observd que A. citricidus presenta una gran habilidad para
trasmitir el virus a grandes distancias (incluso 4,6 Km).

Tradicionalmente, A. citricidus se ha controlado utilizando plaguicidas, que segun
permisos de uso por pais, cultivo y desarrollo de nuevas moléculas pueden variar de una
region a otra. Entre los productos que menciona la literatura estan abamectina,
acetamiprida, malation o diazinén, fluvalinato, pirimicarb, carbosulfan, y acefato
(Direccion General de Investigacion y Extension Agricola 1991; Agusti 2000; EI-Otmani &
Ait-Oubahou 2011). Sin embargo, el uso de biocontroladores estd en aumento por dos
razones: primero, las preocupaciones por las consecuencias de los agroquimicos en el
ambiente y la salud humana. En segundo lugar, debido a las demandas de productos
organicos de los mercados importadores de citricos, especialmente de Europa y Estados
Unidos (Quirds-Arias 2005).

Actualmente, la utilizacion de hongos como agentes de control de plagas es cada vez
mayor, ya que son controladores naturales de las poblaciones de insectos, por lo que
representan una alternativa al uso de agroguimicos (Chase et al. 1986, Guerri-Agullo et al.
2011). La ventaja del uso de hongos entomopatogenos es que, ademas de matar el
organismo plaga directamente, también se propagan por las fructificaciones de esporas que
se dan en los cadaveres micotizados (Kim et al. 2013). Los agentes de biocontrol mas
utilizados se basan en las especies Beauveria bassiana, B. brongniartii, Metarhizium

anisopliae e Isaria fumosorosea (Vega et al. 2012).



La Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) condujo un rescate de colecciones de
hongos entomopatogenos realizadas por otras instituciones en Costa Rica en las décadas de
1980 y 1990. Actualmente, en la UNA cuentan con una coleccion de aislamientos de B.
bassiana, de la cual se tienen pocos datos del lugar de procedencia y otros datos
importantes de la colecta (Anexo 1). Esta investigacion tiene como objetivo determinar la
patogenicidad de algunos de esos aislamientos contra A. citricidus como un primer paso

para ser utilizados en un control de este &fido de una manera mas amigable con el ambiente.



2. Antecedentes
2.1. Aphis citricidus

Dentro de las especies de afidos de mayor importancia economica para el cultivo de
los citricos se encuentra Aphis citricidus. Este afido es conocido popularmente como el
afido café de los citricos. Este insecto pertenece al Orden Hemiptera, Suborden
Sternorrhyncha, Superfamilia Aphidoidea, Familia Aphididae (Blackman & Eastop 2000;
Rodriguez-Leyva & Lomeli-Flores 2013). Este afido se consideraba del género Toxoptera;
sin embargo, reciente evidencia molecular lo coloca como un subgénero dentro del género
Aphis (Lagos et al. 2014).

Se trata de una especie originaria de Asia aunque en la actualidad es practicamente
cosmopolita, ya que es conocida en Africa, Australia, Nueva Zelanda, India, Madagascar,
en ciertas regiones del Mediterraneo, y a lo largo de las Américas (Blackman & Eastop
2000; Voegtlin et al. 2003, Zamora-Mejias et al. 2011). Se cree que esta especie se dispersd
accidentalmente por medio del movimiento de sus plantas hospederas, debido a la
produccién e importacion masiva de citricos. Posteriormente, se dispersé de cultivo en
cultivo en cada regién (Michaud 1998).

Las poblaciones existentes en Costa Rica presentan un ciclo de vida anholociclico
(Michaud 1998, Voegtlin et al. 2003, Rodriguez-Leyva & Lomeli-Flores 2013); es decir,
no presentan generaciones sexuales. Asi, las poblaciones estan conformadas Unicamente
por hembras partenogénicas. El ciclo de vida inicia con el nacimiento de ninfas y las
colonias se originan principalmente de una hembra alada en brotes inmaduros de sus
plantas hospederas (Rodriguez-Leyva & Lomeli-Flores 2013).

La duracion del ciclo de vida de los afidos depende de las condiciones ambientales en
las que se encuentre un individuo en especifico (Rodriguez-Leyva & Lomeli-Flores 2013).
En condiciones Optimas, su desarrollo se completa entre 6 y 8 dias, aunque se puede
extender hasta los 21 dias (méaximo de 30 generaciones por afio). En promedio, una hembra
puede generar hasta 20 ninfas en 4 o 5 dias y cada individuo pasa por cuatro estadios
ninfales para alcanzar la madurez (Michaud 1998; Rodriguez-Leyva & Lomeli-Flores
2013).



2.1.1. Ambito de hospederos

Tanto las ninfas como los adultos se alimentan principalmente de hojas tiernas del
género Citrus, aunque existen reportes de su capacidad para colonizar ciertos géneros de la
familia Rutaceae (Michaud 1998). Normalmente, plantas de otras familias no son
hospederas adecuadas para este afido pero pueden ser colonizadas si no hay follaje de
citricos disponible (EPPO 2006).

2.1.2. Control

Tradicionalmente, A. citricidus se controla utilizando plaguicidas (Agusti 2000;
Direccion General de Investigacion y Extension Agricola 1991; EI-Otmani & Ait-Oubahou
2011). Sin embargo, el uso de biocontroladores estd en aumento debido a, primero, las
preocupaciones por las consecuencias de los agroquimicos en el ambiente y la salud
humana. En segundo lugar, por las demandas de productos organicos de los mercados
importadores de citricos, especialmente de Europa y Estados Unidos (Quirds-Arias
2005).Existen algunas experiencias de control bioldgico para este &fido, ya sea utilizando
depredadores (Michaud 2001; Wang & Tsai 2001), parasitoides (Persad et al. 2007; Coceo
et al. 2009), hongos (Hunter et al. 2011) asi como el uso combinado de parasitoides y
hongos (Pick et al. 2012).

2.1.3. Aphis citricidus en Costa Rica

Los estudios de A. citricidus en Costa Rica son relativamente escasos. Se confirma su
presencia en el pais desde 1991 (Voegtlin & Villalobos 1992). En un estudio de la
distribucion del CTV en el pais, se determind que este afido contribuye eficientemente a la
transmision en larga distancia del CTV en Costa Rica (Gottwald et al. 2002).
Posteriormente, un estudio realizado por Zamora-Mejias et al. (2012), en que se realizaron
colectas en muchas regiones del pais, lo identifica como uno de los cinco afidos mas
comunes de Costa Rica. Dicho estudio indica que sus poblaciones son extensas y estables
en el pais. Su nombre también aparece en dos estudios sobre la fauna de parasitoides de los
afidos presentes en el pais en general (Zamora-Mejias et al. 2010) y otro sobre el complejo

de parasitoides de A. citricidus en especifico (Zamora-Mejias et al. 2011).



2.2. Hongos entomopatdgenos

Los primeros microorganismos identificados como causantes de enfermedades en
insectos fueron los hongos debido a que era posible observar su crecimiento sobre el cuerpo
de éstos (Gdngora-Botero et al. 2009). Actualmente, la utilizacion de hongos como agentes
de control de plagas es cada vez mayor. Estos representan una alternativa al uso de
agroquimicos; por lo que se ha hecho un esfuerzo por encontrar pesticidas naturales,
comunmente denominados micopesticidas (Chase et al. 1986). Ademaés, los hongos
entomopatogenos son controladores naturales de poblaciones de insectos (Glerri-Agullo et
al. 2011).

Una caracteristica importante de los hongos entomopatogenos es que, a diferencia de
bacterias y virus, pueden ingresar al organismo de un insecto a través de los espiraculos y
especialmente a través de la cuticula. Esto le permite infectar insectos independientemente
de su modo de alimentacion, ya que el insecto no requiere ingerir al patogeno (Bustillo-
Pardey 2003). Otra ventaja del uso de micopesticidas es que, ademéas de matar el organismo
plaga directamente, también se propagan por las fructificaciones de esporas que se dan en
los cadaveres micotizados (Kim et al. 2013). Los hongos entomopatégenos mas utilizados
como micopesticidas pertenecen a los géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria (Bustillo-
Pardey 2003; van Driesche et al. 2007).

Aunque existe mucha variacion en el modo de infeccion de hongos, en general
presentan la siguiente secuencia: la invasion inicia cuando las esporas entran en contacto
con la cuticula del insecto y se adhieren a ella. Una vez adherida, la espora germina
formando un tubo germinal, el cual penetra la cuticula mediante fuerzas mecéanica y
enzimas digestivas que la degradan. Una vez que las hifas llegan al hemocele, el hongo se
reproduce rapidamente, ya sea como hifas 0 como cuerpos similares a levaduras (Bustillo-
Pardey 2003b, van Driesche et al. 2007). Posterior a la muerte del insecto, los hongos
crecen como saprofitos dentro del cadaver y forman un micelio de gran extension; los
conidioforos surgen del cuerpo del insecto bajo las condiciones ambientales apropiadas de

humedad y temperatura, y producen los conidios (van Driesche et al. 2007).



2.2.1. Beauveria bassiana

En los Gltimos afios han ocurrido grandes cambios en la taxonomia dentro del Reino
Fungi. Actualmente, B. bassiana pertenece al Filo Ascomycota, Clase Sordariomycetes,
Orden Hypocreales (Vega et al. 2012). Este estd compuesto por siete familias
monofiléticas, en tres de las cuales hay especies capaces de infectar insectos:
Clavicipitaceae s.s., Cordycipitaceae y Ophiocordycipitaceae (Spatafora et al. 2007, Sung
et al. 2007). La especie B. bassiana es anamdrfica (asexual o conidica) y se clasifica dentro
de la familia Cordycipitaceae. Su teleomorfo (sexual) es Cordyceps bassiana (Sung et al.
2007).

Beauveria bassiana posee una gran cantidad de hospederos, se le ha encontrado
atacando unas 700 especies de insectos y, actualmente, es la especie de entomopatégeno
comercialmente mas utilizada alrededor del mundo (Gongora-Botero et al. 2009; Peteira et
al. 2011). Ha sido utilizado para controlar varios tipos de plagas, incluyendo holometabolos
como coleodpteros (Tafoya et al. 2004, Glerri-Agullé et al. 2011) y lepidopteros (Knutson
& Gilstrap 1990; Lonzano-Gutiérrez & Espafa-Luna 2008; Wraight et al. 2010); asi como
hemimetabolos, como los “chinches” (Krueger et al. 1996, Reinert et al. 1999), thrips
(Castineiras et al. 1996; Ludwig & Oetting 2002) y afidos (Akbari et al. 2014; Castillo-
Lopez et al. 2014). Se ha utilizado contra plagas de gran importancia econémica como la
mosca blanca de hoja plateada (Bemisia argentifolii) (Wraight et al. 2000) y la broca del
café (Bustillo-Pardey 2003a; Gongora-Botero et al. 2009). Incluso se ha utilizado en otros
artropodos dificiles de controlar como las garrapatas (Kirkland et al. 2004).

La literatura sobre investigaciones en las que se haya utilizado B. bassiana para control
de afidos es muy escasa. Herndndez-Torres et al. (2006) realizaron experimentos en
condiciones de vivero en donde utilizaron dicho hongo (entre otras especies de hongos
entomopatdgenos) contra A. citricidus. En ese caso solamente se utiliz6 una cepa de B.
bassiana, la cual presentd el menor promedio de mortalidad (49%) de todas los
aislamientos de hongos evaluados.

En otra investigacion realizada en Vietnam (Loc et al. 2010), se obtuvieron 16
aislamientos de B. bassiana (también aislaron M. anisopliae) de dos regiones del pais. Se
evalué su patogenicidad sobre dos plagas importantes de citricos (Aphis sp. y Diaphorina

citri) mediante bioensayos con suspensiones de 10" conidios/ml. Basandose en esos
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resultados escogieron 10 para mas estudios, y de éstos luego seleccionaron dos para
pruebas en invernadero. Se menciona que obtuvieron una patogenicidad catalogada como
buena (70-77% de mortalidad), por lo que produjeron bioinsecticidas con esos aislamientos
y fueron probados en invernadero. Posteriormente, solo uno fue probado en el campo
generando mortalidades similares, 71,7 y 76,6% a los 7 y a los 10 dias de realizada la
aplicacion, respectivamente.

Otros dos ejemplos del control de &fidos, por medio de este hongo son relativamente
recientes. Akbari et al. (2014) probaron diferentes concentraciones de una cepa de B.
bassiana contra Brevicoryne brassicae y observaron que la mortalidad se relaciono
positivamente con la concentracion de esporas utilizada. Esta varié de un 54% a un 83% al
utilizar una concentracion de 10° conidios/ml 0 107 conidios/ml, respectivamente. Rashki &
Shirvani (2013) obtuvieron resultados similares al utilizar una cepa de B. bassiana contra
Aphis gossypii. En este caso al aumentar la concentracion de esporas también aumento la
mortalidad, en adicién se detecté una disminucion en el ritmo de reproduccion del afido
conforme aumentd la concentracion de esporas del hongo.

2.2.1.1. Estado de la situacion en Costa Rica

En el pais se ha evaluado el uso de B. bassiana junto con Metarhizium anisopliae para
controlar al picudo de la cafia de azUcar (Metamasius hemipterus, Curculionidae). Los
resultados en el laboratorio indicaron que la dosis de 1x10™ de ambos hongos
disminuyeron la poblacion de dicho coledptero (Badilla et al. 1993). También se estudio
dicho hongo para el control de una cochinilla en fruto de la pifia en San Carlos. Sin
embargo, los resultados no fueron prometedores, ya que el hongo no produjo una
mortalidad importante en campo (Miranda-Vindas & Blanco-Metzler 2013). En otro
estudio, se utilizaron varias cepas de B. bassiana contra la mosca del mediterraneo
(Ceratitis capitata, Tephritidae) en condiciones de laboratorio, asi como si su eficiencia se
veia disminuida con la presencia de insecticidas; en dicha investigacion se recomiendan
varias cepas para ser probadas en campo contra esta mosca plaga de frutos (Porras &
Lecuona 2008).

Actualmente, la Liga Agricola Industrial de la Cafia de Azucar (LAICA) utiliza el

control bioldgico dentro de sus programas de control de plagas. Ellos logran el control de
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varios insectos plaga de la cafia de azucar de manera exitosa con el uso de hongos
entomopatdgenos como B. bassiana, producidos por ellos mismos. Entre las plagas
controladas se encuentran salivazos (Aeneolamia spp. y Prosapia sp., Cercopidae), la
cigarrita antillana (Saccharosydne saccharivora, Delphacidae) y la chinche de encaje
(Leptodyctya tabida, Tingidae) (Salazar-Blanco 2010).

2.2.2. Bioensayos in vitro para evaluar la patogenicidad de hongo entomopatégenos en
afidos

Existen varios métodos para evaluar la patogenicidad de hongos entomopatogenos
contra afidos. Se utiliza el método de hojas cortadas de la planta, esterilizadas y colocadas
en placas de petri (el control 0,05% de Tween 80) y los &fidos son sumergidos en varias
soluciones a diferentes concentraciones de conidios del hongo para observar la LCso y LCgs
(LC = “lethal concentration”, dosis que logra matar ya sea el 50% o el 95% de la muestra,
Akbari et al. 2014).

Otra forma de poner en contacto el hongo con el insecto es rociando las esporas
directamente empleando rociadores (“spray”) automaticos que permiten conocer el
volumen exacto que se estd colocando. Shapiro-Ilan et al. (2008) y Jandricic et al. (2014)
rociaron afidos alados colocados en discos de hojas sobre placas Petri con agar-agua. Loc et
al. (2010) también utilizaron este método pero rociaron la solucién con esporas del hongo
sobre brotes de citricos colocados dentro de recipientes cubiertos con muselina, mientras
gue Aqueel & Leather (2012) también rociaron la disolucion con esporas pero directamente
sobre la planta en la que se encontraban los &fidos.

También se utilizan en bioensayos filtrados de los cultivos del hongo entomopatdgeno
para evaluar los efectos de sus metabolitos secundarios, asi se evita los efectos de las
variables ambientales sobre los conidios. De un total de 47 filtrados evaluados de varias
especies de hongos, un aislamiento de B. bassiana mostro la mayor mortalidad (78-100%)
(Kim et al. 2013).

2.4. Herramientas moleculares para la deteccion de hongos entomopatdgenos
En muchas de las investigaciones en las que se evalla el efecto de hongos

biocontroladores contra algun insecto, se recolectan los cadaveres de los individuos tratados
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para realizar una confirmacion visual del crecimiento del hongo y corroborar que la
mortalidad observada se dio por la accion del hongo (Shapiro-llan et al. 2008, Tafoya et al.
2004). Sin embargo, también se han utilizado técnicas moleculares para la deteccion por
medio de imprimadores especificos para cada especie 0 género de hongo (Diaz et al. 2008,
Ownley et al. 2008), los cuales permiten detectar el ADN de interés dentro de una mezcla
de ADN (del hospedero).

Para la deteccion de estos hongos se han utilizado en su mayoria imprimadores que
permiten amplificar las secuencias de espaciadores transcriptos internos (ITS-5.8-1TS2) del
ARN ribosomal nuclear. Estos poseen varias ventajas, como el hecho de que presentan
unidades repetidas y ademas evolucionan rapido, por lo que pueden presentar variaciones
entre géneros, especies e incluso poblaciones (White et al. 1990).

En el caso de B. bassiana, se han desarrollado varios protocolos especificos para su
deteccidn; la mayoria basados en la region ITS (Landa et al. 2013, Griffin 2007, Quesada-
Moraga et al. 2006). También se han desarrollado SCAR (“Sequence Characterized
Amplified Region™) especificos derivados de regiones amplificadas aleatoriamente (RAPD)

(Castrillo et al. 2003).
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3. Justificacion

El comercio de los citricos es de gran importancia mundial. Hay millones de hectareas
sembradas con dichas plantas, lo que representa mas de 135 millones de toneladas de
produccién (FAO 2016). Sin embargo, un factor relevante es que dichas plantas presentan
gran diversidad de insectos plagas incluidos, los afidos. Entre las especies de &fidos mas
peligrosos para los citricos se encuentra A. citricidus, ya que transmite eficazmente el
Citrus tristeza virus. Este virus causa una de las enfermedades mas importantes que afectan
los cultivos de citricos, pues puede ocasionar la muerte de variedades susceptibles, como la
naranja agria (EI-Otmani & Ait-Oubahou 2011). Los estudios sobre A. citricidus en Costa
Rica son relativamente escasos (Voegtlin & Villalobos 1992, Gottwald et al. 2002,
Zamora-Mejias et al. 2010, 2011, 2012) y en general, ninguno trata sobre su posible control
con métodos amigables con el ambiente. Los estudios en esta area son necesarios para
ejercer un control eficaz de esta plaga y que sea responsable con el ambiente. Ademas, esta
necesidad cobra mayor importancia por el potencial incremento de las poblaciones de
insectos plaga y de la transmision de virus de plantas como consecuencia del cambio
climatico (Canto et al. 2009, Jones & Berbetti 2012, Pautasso et al. 2012). Asi el
patosistema &fido-citricos es un buen modelo para analizar una primera evaluacion de
patogenicidad hacia &fidos por parte de hongos entomopatdgenos. Los resultados son
validos para entender la biologia y caracterizar hongos pero también pueden tener una
aplicacion en campo sobre un problema de las plantaciones de citricos.

Beauveria bassiana ha sido ampliamente utilizado con resultados positivos en varias
especies de insectos plaga, incluido algun tipo de control sobre las poblaciones de especies
de afidos (Akbari et al. 2014, Castillo-Lopez et al. 2014). No obstante, los estudios con A.
citricidus son escasos (Hernandez-Torres et al. 2006). Debido a la existencia de una
coleccion de aislamientos de este hongo en la UNA, con muy poca informacion del lugar y
condiciones de colecta es que el presente trabajo pretende analizar los efectos de
aislamientos de este hongo entomopatdégeno como agente de control bioldgico sobre el

afido café de los citricos.
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Obijetivo general
Evaluar el potencial patogénico de 15 aislamientos de Beauveria bassiana como
agente de control biologico de Aphis citricidus (Hemiptera: Aphididae).

Obijetivos especificos
a. Categorizar in vitro la patogenicidad de 15 aislamientos de B. bassiana sobre A.
citricidus.
b. Determinar in vitro la patogenicidad de cuatro aislamientos de B. bassiana sobre el
afido café de los citricos.
c. Estandarizar un método de PCR para la deteccion del hongo entomopatdgeno a
partir de un solo afido parasitado.
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4. Materiales y métodos

4.1. Aspectos generales

e Colonia de Aphis citricidus

Se establecidé una colonia monoclonal de A. citricidus en plantas de naranja (Citrus
sinensis var. Valencia Roja injertada sobre Flying Dragon) en el invernadero del Centro de
Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) en la Ciudad de la Investigacion
de la Universidad de Costa Rica. La identidad de la especie fue establecida previamente por
métodos morfolégicos y por secuenciacion y comparacion en GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) de la secuencia de la subunidad C del gen de la citocromo
oxidasa mitocondrial (COX I). Para los experimentos se utilizaron solamente ninfas de
segundo o tercer instar, el uso de solo este estadio se debid a las disponibilidades de la

colonia.

e Aislamientos de Beauveria bassiana sensu lato

Se utilizaron aislamientos de la coleccion de la Escuela de Ciencias Agrarias de
Universidad Nacional (UNA, Heredia, Costa Rica), conformada por donaciones de fuentes
publicas y privadas. Se tiene poca informacién sobre la procedencia de estos aislamientos
(Anexo 1). En la UNA, los aislamientos se conservan en aceite mineral, una muestra de
éstos se revivid en agar-agua y se cultivaron en medio papa-dextrosa-agar (PDA). Para cada
aislamiento se obtuvo un cultivo monoesporico, estos cultivos se emplearon para producir
indculo de los hongos sobre arroz. En breve, el protocolo de produccion de indculo consiste
en utilizar las placas de cultivo monoespérico y traspasarlo en botellas de cultivo de 1 litro
con 200 gramos de arroz precocido, en dos semanas, se utilizan 20 ml de dicha suspension
para inocular bolsas de plastico con la cantidad de arroz que se desee (50, 100, 400 gramos,
etc). El Gltimo paso es incubar las bolsas por aproximadamente 15 dias a 24-26C°
(Rodriguez & Saenz 1999).

13


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/#_blank

4.2. Ensayos de patogenicidad in vitro de 15 aislamientos de B. bassiana sobre el afido café

de los citricos.

A. Generalidades: los ensayos de patogenicidad se realizaron en el Centro de Investigacion
en Biologia Celular y Molecular (CIBCM), Ciudad de la Investigacion, Universidad de
Costa Rica. Los hongos debidamente identificados se recibieron en bolsas de arroz
inoculado.

B. Desinfeccion y preparacion de hojas de citrico: se recolectaron minimo 20 hojas de
naranja, aproximadamente de la misma edad, presentes en los alrededores del
invernadero del CIBCM. Para eliminar posibles esporas de hongos y otros organismos
que las hojas pueden tener en la filosfera, se lavaron con una solucién de jabén en polvo
y abundante agua. Seguidamente, se remojaron en cloro comercial al 1% durante 10
minutos y se enjuagaron con agua destilada para remover rastros de cloro. Luego se
secaron con papel toalla y se corto la parte distal de la lamina foliar para que quedaran
de un tamafio semejante, dejando siempre el peciolo y la parte basal de lamina foliar.
Para realizar los cortes se utilizaron tijeras previamente desinfectadas con alcohol al
70%.

C. Recoleccion de afidos: se recolectaron afidos aleatoriamente (del estadio de interés)
utilizando un pincel fino ligeramente humedecido. Todos los afidos necesarios para el
bioensayo se colectaron previo a cualquier contacto con los aislamientos de hongo para
evitar contaminar la colonia. Los afidos se transportaron al laboratorio en un recipiente
de plastico con papel toalla himedo y hojas de citrico previamente desinfectadas.

D. Preparacion del in6culo de hongo: diez gramos del arroz inoculado por cada cepa se
agitaron durante 10 minutos con pastilla magnética en un beaker con 100 mL de agua
destilada autoclavada con el dispersante Tween 20 (al 0,02%). De esta suspension se
tomaron 30 pL con una micropipeta (Eppendorf, Alemania) y se cont6 la cantidad de
esporas utilizando un hemacitometro o camara de Neubaeur (Boeco, Alemania). Se
conto el nimero de esporas en los cuadrantes de las cuatro esquinas y el central (French
& Hebert 1980). La concentracién de esporas elegida para este proyecto fue de 10’
esporas por ml. Si se excedia de dicha concentracion se realizaron diluciones hasta
obtener la concentracion deseada. La concentracidn de esporas se obtuvo multiplicando

el promedio de esporas de los 5 cuadrantes por el inverso de la disolucion empleada por
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el inverso del volumen de un cuadrante (4x10° ml). Como control se utiliz6 una
disolucién de agua destilada con Tween 20 al 0,02%.

. Preparacion de unidades experimentales: las hojas de naranja limpias se sumergieron por
10 segundos en la disolucion de esporas, se escurrio el exceso de solucion por 20
segundos y se depositaron, con el haz de la hoja expuesto, en placas Petri. Sobre las
hojas de naranja se colocaron 10 afidos escogidos aleatoriamente de los recolectados del
invernadero. Una vez que se colocaron todos los &fidos, se humedecio el papel filtro con
1 ml de agua destilada estéril para mantener la humedad de la placa. El dia 2 y/o 3 del
experimento se coloc6 1mL extra en cada placa para reponer el agua evaporada y
mantener la humedad dentro de cada placa.

Para proteger los &fidos de algun depredador o evitar el escape de algun &fido, las placas
se colocaron dentro de un envase de plastico previamente desinfectado con cloro
comercial al 10% por minimo 10 minutos, se removié el cloro con agua y se dejaron
secar al aire antes de ser utilizadas. Las placas se colocaron dentro de uno de los
laboratorios del CIBCM donde no recibieron luz solar directa y bajo condiciones
ambientales de fotoperiodo, humedad y temperatura naturales del laboratorio.

. Toma de datos y recolecta de afidos muertos: la duracion de cada bioensayo fue de siete
dias, el dia del inicio del bioensayo se contd como el dia 0, las mediciones se realizaron
los dias dos, tres y siete. Se contaron los afidos vivos de manera acumulativa y los afidos
muertos fueron contabilizados y recolectados en cada dia en especifico. Cada afido
muerto se recolectd con un pincel fino especifico para cada tratamiento o control y se
coloco en un tubo de microcentrifuga (1.5ml) autoclavado con un trozo de papel filtro
ligeramente humedecido con agua destilada estéril. Cada tubo de microcentrifuga se
rotulé con el tratamiento, repeticion y dia de recoleccion (ej. aislamiento BV-ECA13,
placa Il, dia 2).

Los cadaveres recolectados los dias 2 y 3 del experimento se mantuvieron en
refrigeracion para detener el crecimiento del hongo. El dia siete todos se colocaron bajo
condiciones ambientales para promover el crecimiento del hongo. El dia 14 luego de
iniciado el bioensayo (siete dias después de concluido el experimento), se observaron al
estereoscopio todos los cadaveres y se anot6 cuales de los afidos muertos contaban con

micelio visible o no. Es decir, se contd con tres mediciones: la cantidad de &fidos
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muertos totales, los cadaveres con micelio visible recolectados en el momento de
realizar los conteos y los cadaveres con micelio visible luego de siete dias en cdmara
hdmeda.

Se contd con un datalogger modelo 42270 (Extech Instruments, EEUU) el cual registrd
las mediciones de temperatura y humedad relativa cada tres horas. Este se coloc6 dentro
de un envase de plastico igual al utilizado para las placas de Petri para que se encontrara
bajo las mismas condiciones que las placas tratamiento.

Para esta seccidn se realizaron dos placas por aislamiento de B. bassiana y Unicamente
dos repeticiones en el tiempo. Ademas, no todos los aislamientos se compararon en el

mismo experimento (Cuadro 1).

4.3. Ensayos de patogenicidad in vitro de cuatro aislamientos de B. bassiana sobre el afido
café de los citricos.

Para esta seccion el protocolo del manejo de los tratamientos y afidos se mantiene, la
diferencia consiste en que se contd con tres placas (unidades experimentales)por
tratamiento (aislamiento de B. bassiana o control) y seis repeticiones en el tiempo. Los
cadaveres de tres de esas repeticiones se utilizaron para realizar una confirmacion

molecular mediante PCR de la presencia de B. bassiana a partir de un solo afido.

4.4. Deteccion de B. bassiana a partir de un solo afido.

4.4.1. Extraccion de ADN

Se probaron tres protocolos para la extraccién del ADN de cadaveres de afidos que
fueron tratados con B. bassiana en un bioensayo preliminar. Tres cadaveres con micelio
visible sobre el cuerpo y tres sin micelio visible. Los tres protocolos utilizados fueron el kit
NucleoSpinTissue (Macherey-Nagel), Kit Blood & Tissue (Qiagen) y el protocolo de
extraccion realizado por Hoyos-Carvajal et al. (2008). Los ADNs extraidos fueron
visualizados en un gel de agarosa al 15% y cuantificados en el Nanodrop
(ThermoScientific, Estados Unidos) para evaluar la calidad y realizar una cuantificacién de
los &cidos nucleicos totales. Se decidié utilizar el kit de NucleoSpinTissue para los
cadaveres resultantes de los bioensayos posteriores. Todas las extracciones de ADN fueron

cuantificadas con Nanodrop (ThermoScientific, Estados Unidos).
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4.4.2. PCR para la deteccion de B. bassiana

Se probaron dos métodos para lograr la deteccion del hongo entomopatégeno a partir
de un solo individuo. El primero de ellos fue el PCR anidado descrito por Landa et al.
(2013) con una modificacion, se utilizo el ITS5 en lugar del ITS1-F para la primera ronda
de amplificacion. Segun White et al. (1990) estos imprimadores incluyen las mismas
regiones por lo que no debio afectar el protocolo descrito. El otro método que se probo fue
el uso de marcadores SCAR utilizando el procedimiento de PCR mudltiple descrito en
Castrillo et al. (2003). La segunda ronda de PCR se realizé tal y como se describe en Landa
et al. (2013).

Ambos PCRs se realizaron en el CIBCM y consistieron de una mezcla de reaccion de
12,5 yl de DreamTaq Master Mix (ThermoScientific, Estados Unidos), 0,5ul de cada
primer (concentracion final de 0,2 uM), 8,5 ul de agua y 3ul de ADN (entre 0.1-4.3 ng/ul),
para un volumen final de 25 pl. Se utilizaron los termocicladores marca CorbettResearch
(Australia) y BioRad (Singapur). La visualizacion de los resultados de PCR se hizo
mediante geles de agarosa al 1.5% corridos por 45 min a 90V vy tincion del ADN con
GelRed (Biotium, USA; dilucion final de 3,3X); o mediante electroforesis capilar
(QIAXxcel, QIAGEN, Alemania).

En el caso de Landa et al. (2013) el perfil térmico para la primera ronda de
amplificacion con los imprimadores ITS5/ITS4 fue 94°C x 2min;1 x (94°C x 2min, 55°Cx
30s, 72°C x 30s); 10 x (94°C x 30s, 66°C x 30s, 72°C x 1min); 36 x (94°C x 30s, 55°C x
30s, 72°C x 1min); 72°C x 10min. El protocolo para el PCR anidado (segunda ronda,
imprimadores internos) fue 95°C x 2min; 35 x (94°C x 1min, 65°C x 1min, 72°C x 1min);
72°C x 5min.

Para el PCR multiple descrito por Castrillo et al. (2003), el perfil térmico de
amplificacion fue 94°C x2min; 10 x (94°C x 15s, 63°C x 30s, 72°C x 45s); 15 x (94°C x
15s, 63°C x 30s, 72°C x 45s [5s por ciclo]); 72°C x 7min. Para este PCR se prob6 un
segundo perfil térmico con un gradiente de temperaturas de anillado de 58.4, 59.1, 60.2,
61.2 y 62°C, con el objetivo de mejorar la amplificacion.

Para realizar el PCR segun Landa et al. (2013) en los cadaveres de afidos provenientes

de los bioensayos, se utilizaron Unicamente los imprimadores internos. A estas muestras
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también se les realizé un PCR para amplificar la region de la subunidad C del gen de la
citocromo oxidasa mitocondrial (Foottit et al. 2013) como un control interno de muestra. El
objetivo fue detectar la presencia de ADN del insecto y confirmar de alguna manera que la
extraccion de ADN fue efectiva y poder distinguir muestras negativas de aquellas donde
por una mala extraccion (degradacion o presencia de inhibidores) no se obtenga
amplificacion. Asi, una reacciéon de PCR donde no se obtiene amplificacion para el
protocolo de Landa et al. 2013 y para la misma muestra se obtiene amplificacion de COX |
se considera un resultado negativo valido. Por el contrario, sino se obtiene amplificacion

para COX I, no se considera una muestra confiable.

4.5. Anélisis estadistico

Para el andlisis de los bioensayos con cuatro aislamientos se realizaron tablas de
contingencia y se analizaron por medio de la prueba exacta de Fisher (Zar 1999) para
determinar diferencias significativas en la proporcion de éafidos vivos y muertos entre
tratamientos. Inicialmente se realiz6 una comparacion general y después comparaciones
pareadas entre tratamientos. Por tratarse de comparaciones multiples se utilizo la correccion
de Bonferroni (Armstrong 2014) y se determind un nivel de confianza del 99.5% para
aceptar o rechazar una hipotesis nula. Esta correccion se hace al dividir la probabilidad
utilizada de cada comparacion (usualmente se utiliza un 95% de confianza, es decir una
probabilidad de 0.05) entre el niUmero de comparaciones (10), por lo que la probabilidad
utilizada para aceptar o rechazar la hipétesis nula se convierte en 0.005.

Posteriormente, se realizé un Modelo Linear Generalizado (Agresti 2002) y un Wald
Test (Agresti 2002) para determinar cudles tratamientos eran diferentes entre si. También se
hicieron comparaciones multiples, pero en este caso la forma de aceptar o rechazar la
hipdtesis nula es por intervalos de confianza y no por probabilidad. Si el intervalo de
confianza obtenido incluye el ndmero uno, indica que los tratamientos analizados y
comparados son similares y por lo tanto, se interpreta que no hay diferencias significativas
entre ellos. Si el intervalo de confianza no incluye al ndmero uno, los tratamientos
analizados en dicha comparacion son diferentes con un 99.5% de confianza.

Para los bioensayos realizados, con el propésito de categorizar 15 aislamientos se

realizd una prueba exacta de Fisher para determinar si los aislamientos se comportaron de
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manera diferente a los controles. Posteriormente, se realizO un disefio de Bloques
Parcialmente Incompletos (Lawson 2015) para determinar si existieron diferencias entre los
aislamientos utilizados. Este método permite analizar los datos de experimentos
desbalanceados como éste. Los datos cumplieron con el principio de normalidad pero no
con el de homoscedasticidad, para corregirlo se realiz6 un ANOVA con Modelo Linear de
Pesos (Weighted Linear Model) (Lawson 2015). En este caso, aunque se realizaron
comparaciones mdaltiples, no es necesario realizar ninguna correccion ya que el método
empleado incluye la correccion de Tukey.

Para esta investigacion, la variable respuesta es la mortalidad de los afidos, la cual se
espera que varie de acuerdo al aislamiento utilizado y el control. Todos los analisis se
realizaron en el programa R Studio version 1.0.153 (Lawson 2015).
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5. Resultados

5.1. Variables ambientales

Para observar si las variables ambientales (temperatura y humedad relativa) tuvieron
algun efecto sobre la sobrevivencia de los afidos en los bioensayos, se analiz6 solamente el
comportamiento de la mortalidad de las placas control de todos los bioensayos (incluidos
algunos de los preliminares) contra los promedios de dichas variables ambientales para
determinar si se distinguia algin patrén. Sin embargo, no se observo ningldn patrén
distinguible que indique una relacion clara entre las variables de las cuales se tenia

informacion y la mortalidad observada (Fig. 1).
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Fig. 1: Promedio de humedad relativa, temperatura (°C) y afidos muertos en las placas
control de acuerdo al mes en el cual se realizo cada bioensayo. Se incluye el porcentaje de
mortalidad promedio de cada bioensayo realizado y adicionalmente, el dato de cinco

ensayos preliminares (EP) realizados.
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5.2. Ensayos de patogenicidad in vitro de 15 aislamientos de B. bassiana sobre el afido café
de los citricos.

Para categorizar los 23 aislamientos de B. bassiana, se realizaron dos repeticiones en
el tiempo a lo largo de nueve bioensayos, los cuales se realizaron entre el 2015 y 2016. Sin
embargo, para algunos de estos bioensayos se obtuvo mortalidades en los grupos control
consideradas arbitrariamente como muy altas (>80%) o moderadas (entre 50-80%) (Cuadro
1). Debido a que en este apartado se contaba con un menor nimero de repeticiones por
tratamiento, se decidié utilizar para los andlisis aquellos aislamientos en los que al menos
una de las repeticiones contara con una mortalidad en el control menor al 50%. Por lo que,
se analizaron solamente los resultados de 15 aislamientos llevados a cabo en seis

bioensayos.
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Cuadro 1: Aislamientos de Beauveria bassiana (n = 23) y nimero de bioensayos (dos
repeticiones por aislamiento) en que fueron evaluados con respecto a su patogenicidad al
afido café de los citricos, Aphis citricidus. En negrita se representan los bioensayos que
obtuvieron una mortalidad alta en el control mayor al 80%, en color gris y en negrita los

que obtuvieron una mortalidad moderada en el control (entre 50-80%).

Aislamiento N° de bioensayo Aislamiento N° de bioensayo
BV-ECAO 23 24 BV-ECA21 21 22
BV-ECA1 18 23 BV-ECAZ23 25 26
BV-ECAS8 18 19 BV-ECA25 22 29
BV-ECA9 18 19 BV-ECA27 22 23
BV-ECA1l 19 22 BV-ECAZ28 22 29
BV-ECA12 18 23 BV-ECA29 22 29
BV-ECA13 18 23 BV-ECA30 25 26
BV-ECA14 18 23 BV-ECA32 25 26
BV-ECA15 18 23 BV-ECA33 25 26
BV-ECA16 21 22 BV-ECA35 25 26
BV-ECA18 25 26 BV-ECA36 25 26
BV-ECA20 21 22

En los seis bioensayos, se contabilizaron en total 527 &fidos muertos, de los cuales
456 desarrollaron micelio creciendo sobre el cuerpo luego de siete dias en camara himeda.
La diferencia promedio entre estos dos sets de datos fue 11.83 individuos (ambito: 3-30), es
decir por bioensayo, aproximadamente a 11 afidos muertos no se les observé crecimiento
de hongo vy si se decidia utilizar los datos de parasitismo, se estarian eliminado solamente
11 &fidos por bioensayo (Anexo 3). Por ser un nimero tan bajo en relacion a la cantidad de
afidos muertos totales y al no tener la certeza de que el micelio observado sea en realidad
de B. bassiana y no algun hongo contaminante o saprofito, se decidio utilizar para los
andlisis solamente los datos de mortalidad obtenida. Los datos de cadaveres con micelio

creciendo sobre el cuerpo en el mismo momento de la recoleccion no se utilizaron debido a
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que las observaciones fueron muy bajas (96) comparado con el total de afidos muertos
(527), ya que por el ciclo del hongo requiere de cierto tiempo para crecer.

Mediante una tabla de contingencia general y la prueba exacta de Fisher, se
observaron diferencias entre los tratamientos (sin hongo versus con hongo) (Fig. 2, p <
0.0001). Al realizar el andlisis Modelo Linear de Pesos se obtuvieron 22 comparaciones
con diferencias significativas de las 120 comparaciones posibles (Cuadro 2) (por el alto
ndmero de comparaciones realizadas, solamente se incluyeron en dicho cuadro las
comparaciones que presentan diferencias significativas). Nueve de los 15 aislamientos
fueron diferentes al tratamiento control (BV-ECA1, BV-ECAS8, BV-ECA13, BV-ECA20,
BV-ECA21, BV-ECA25, BV-ECA27, BV-ECA28 y BV-ECA29), ademés 13 de las
comparaciones entre aislamientos resultaron diferentes estadisticamente (BV-ECA1 vs BV-
ECA21, BV-ECA9 vs BV-ECA28, BV-ECAL11 vs BV-ECA28, BV-ECA13 vs BV-ECAZ21,
BV-ECA20 vs BV-ECA28, BV-ECA20 vs BV-ECA29, BV-ECA21 vs BV-ECA25, BV-
ECA21 vs BV-ECA27, BV-ECA21 vs BV-ECA28, BV-ECA21 vs BV-ECA29, BV-
ECA25 vs BV-ECA27, BV-ECA27 vs BV-ECA28 y BV-ECA27 vs BV-ECA29). Cabe
recalcar que la comparacion BV-ECA20 vs BV-ECA29 tiene una probabilidad en el limite
(0.0462). EI aislamiento con mayor numero de diferencias fue el BV-ECA21, el cual
resulté diferente a siete tratamientos, al control y a los aislamientos BV-ECAL, BV-
ECAL13, BV-ECA25, BV-ECA27, BV-ECA28 y BV-ECA29.
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Fig. 2: Mortalidad de individuos de Aphis citricidus expuestos a 15 aislamientos de
Beauveria bassiana o tratamiento control. Las barras son el promedio de dos repeticiones
del tratamiento en el tiempo (en total cuatro unidades experimentales) (p < 0.0001). Las

barras representan el error estandar.
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Cuadro 2: Diferencias significativas en la mortalidad del &fido café de los citricos (Aphis
citricidus) entre tratamientos (15 aislamientos de B. bassiana y el tratamiento control).

Comparacion Probabilidad
Control vs BV-ECAL <0.0001
Control vs BV-ECAS8 0.0015
Control vs BV-ECA13 <0.0001
Control vs BV-ECA20 0.0138
Control vs BV-ECA21 0.0010
Control vs BV-ECA25 <0.0001
Control vs BV-ECA27 <0.0001
Control vs BV-ECA28 <0.0001
Control vs BV-ECA29 <0.0001
BV-ECA1 vs BV-ECA21 0.0115
BV-ECA9 vs BV-ECA28 0.0490
BV-ECA11 vs BV-ECA28 0.0197
BV-ECA13 vs BV-ECA21 0.0021
BV-ECA20 vs BV-ECA28 0.0001
BV-ECA20 vs BV-ECA29 0.0462
BV-ECA21 vs BV-ECA25 <0.0001
BV-ECA21 vs BV-ECA27 0.0002
BV-ECA21 vs BV-ECA28 <0.0001
BV-ECA21 vs BV-ECA29 <0.0001
BV-ECA25 vs BV-ECA27 0.0197
BV-ECA27 vs BV-ECA28 <0.0001
BV-ECA27 vs BV-ECA29 0.0069

1 Solo se incluye las comparaciones estadisticamente significativas. Un total de 120

comparaciones.
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5.3. Ensayos de patogenicidad in vitro de cuatro aislamientos de B. bassiana sobre el afido
café de los citricos.

Para la segunda serie de bioensayo se realizaron seis repeticiones de bioensayos de
patogenicidad; sin embargo, se decidié incluir en los analisis estadisticos solamente
aquellos con una mortalidad en los controles menor a un 50%. Mortalidades mayores al
50% en los controles se consideraron poco informativos. Por esta razon se eliminaron dos
de las repeticiones, ya que obtuvieron mortalidades de un 80% y un 76,67% en las placas
control.

En los cuatro bioensayos, se contabilizaron en total 414 afidos muertos, de los cuales
376 desarrollaron micelio creciendo sobre el cuerpo luego de siete dias en cdmara himeda.
La diferencia promedio entre estos dos sets de datos fue 9.5 cadaveres (7-13), es decir por
bioensayo (Anexo 4), aproximadamente a nueve afidos muertos no se les observd
crecimiento de hongo, por lo que solamente nueve datos serian los eliminados si se decia
utilizar los datos de micelio visible luego de siete dias en camara humeda. Por lo que, al
igual que en la seccion anterior, se decidio utilizar para los analisis solamente los datos de
mortalidad obtenida. Los datos de cadaveres con micelio creciendo sobre el cuerpo en el
mismo momento de la recoleccién no se utilizaron debido a que las observaciones fueron
bajas (133) comparado con el total de afidos muertos (414), ya que por el ciclo del hongo
requiere de cierto tiempo para crecer.

Al realizar la prueba exacta de Fisher para determinar si hay diferencias entre los
controles y los tratamientos con hongo (en general) se observaron diferencias significativas
(p < 0.0001). Por lo tanto, se realiz6 una tabla de contingencia para comparar cada
tratamiento con los otros, para un total de diez comparaciones (Cuadro 3). Se detectaron
diferencias entre el control y los cuatro aislamientos de B. bassiana utilizados, también al
comparar los aislamientos BV-ECAL1 vs BV-ECA 15, BV-ECA 13 vs BV-ECAL5 y BV-
ECA14 vs BV-ECA15.
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Cuadro 3: Comparaciones del efecto de cuatro aislamientos de Beauveria bassiana y un
control sobre la mortalidad (muertos/total de individuos) de Aphis citricidus.

Probabilidades obtenidas de la prueba exacta de Fisher con un 0=0,005 segliin correccion de

Bonferroni.
Comparacion Probabilidad Proporeion
A B

Control(A) vs BV-ECA1(B) <0.0001* 41/120 86/120
Control(A) vs BV-ECA13(B) <0.0001* 41/120 91/120
Control(A) vs BV-ECA14(B) <0.0001* 41/120 78/120
Control(A) vs BV-ECA15(B) <0.0001* 41/120 113/120
BV-ECA1(A) vs BV-ECA13(B) 0.5575 86/120 91/120
BV-ECAL(A) vs BV-ECA14(B) 0.3314 86/120 78/120
BV-ECAL(A) vs BV-ECA15(B) <0.0001* 86/120 113/120
BV-ECA13(A) vs BV-ECA14(B) 0.0893 91/120 78/120
BV-ECA13(A) vs BV-ECA15(B) <0.0001* 91/120 113/120
BV-ECA14(A) vs BV-ECA15(B) <0.0001* 78/120 113/120

*Resultado estadisticamente significativo

Al realizar un GLM y un Wald Test a los datos de mortalidad se observaron
diferencias entre los tratamientos (Fig. 3; x* = 20,3; gl = 4; p = 0,00015). En el Cuadro 4 se
pueden observar que todos los aislamientos resultaron diferentes al compararse con el
control, siendo que el aislamiento BV-ECAL tuvo mas de ocho veces la probabilidad de
provocar la muerte de un afido que cuando no se aplica hongo, de igual forma para los
aislamientos BV-ECA13 y BV-ECA14 presentaron mas de cinco veces y casi cuatro veces
mas, respectivamente, de probabilidad de causar la muerte en un afido que cuando no se
aplican hongos. La diferencia mas marcada la obtuvo el aislamiento BV-ECA15 con mas
de 17 veces la probabilidad de provocar la muerte en el &fido empleado que cuando no se
aplican esporas de hongo. El efecto del aislamiento BV-ECA1 no fue diferente al de los

otros aislamientos, mientras que BV-ECAL5 presentd diferencias significativas al ser
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comparado con BV-ECA13 y BV-ECA14. EI aislamiento BV-ECAL5 tiene
aproximadamente cuatro veces mayor probabilidad de provocar la muerte de individuos del
afido café de los citricos en relacion a BV-ECA13 y BV-ECA14.
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Fig. 3: Porcentaje de mortalidad de individuos de Aphis citricidus expuestos a cuatro
aislamientos de Beauveria bassiana o tratamiento control. Cada barra corresponde al
promedio de cuatro repeticiones del bioensayo (un total de 12 unidades experimentales por

tratamiento) (x° = 20,3; gl = 4; p = 0,00015). Las barras representan el error estandar.
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Cuadro 4: Razon de posibilidades (OR: “odds ratio”) e intervalos de confianza (99,5% con
correccion de Bonferroni) para cada comparacion de mortalidad producida sobre Aphis

citricidus entre tratamientos con Beauveria bassiana o control.

Comparacion OR Intervalos
0.30% 99,80%

Control vs BV-ECA1* 8.58 3.76 20.98
Control vs BV-ECA13* 5.08 2.35 11.43
Control vs BV-ECA14* 3.85 1.81 8.45
Control vs BV-ECA15* 17.34 6.72 52.06
BV-ECA1(A) vs BV-ECA13(B) 0.59 0.24 1.41
BV-ECA1(A) vs BV-ECA14(B) 0.45 0.19 1.04
BV-ECAL(A) vs BV-ECA15(B) 2.02 0.70 6.35
BV-ECA13(A) vs BV-ECA14(B) 0.76 0.34 1.67
BV-ECA13(A) vs BV-ECA15(B)* 3.41 1.27 10.31
BV-ECA14(A) vs BV-ECA15(B)* 4.50 1.72 13.44

*Resultado estadisticamente significativo

Cabe recalcar que solamente dos de los aislamientos (BV-ECAl y BV-ECAL3)
utilizados en la seccién de 15 aislamientos, resultaron diferentes al control y solamente esos
dos aislamientos presentaron diferencias con otras de las muestras utilizadas (Cuadro 2).
BV-ECA14 y BV-ECA15 no presentaron diferencias al ser comparadas ya sea con el
control o con los otros aislamientos. Tampoco se detectaron diferencias al comparar
ninguno de estos cuatro aislamientos entre si. Sin embargo, al realizar el disefio
experimental mas robusto con solamente cuatro aislamientos (mas placas por repeticion y
mas repeticiones en el tiempo), los cuatro aislamientos obtuvieron resultados diferentes al
control y el aislamiento BV-ECA15 produjo una mayor mortalidad que los otros tres
aislamientos, por lo que parece poseer una mayor capacidad para infectar y colonizar A.

citricidus (Cuadro 3).
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5.4. Deteccion de B. bassiana a partir de un solo &fido.

En una prueba preliminar, la concentracion de ADN de 18 cadaveres de afidos
individuales obtenidos a partir de tres protocolos (seis cadaveres por protocolo) de
extraccion de ADN diferentes fue en promedio 4.27 ng/ul (0,1-20.4ng/ul) (Fig. 4). Para las
extracciones de ADN de afidos provenientes de los bioensayos se obtuvo una concentracion
de ADN promedio de 1.11 ng/pl (0.1-4.3 ng/ul). Debido a las bajas concentraciones de

ADN, las soluciones de ADN se utilizaron directamente sin homogenizar o diluir.

NucleoSpin Kit Blood & Tissue Hoyos-Carvajal et al.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

M 1 2 3 4 5 6¢ "7

Fig.4: Extraccion de ADN con tres diferentes protocolos a partir de cadaveres de Aphis
citricidus expuestos a tratamientos con Beauveria bassiana, tres sin micelio visible
creciendo sobre el cadaver y tres con micelio visible. M. Marcador de peso molecular
(1Kb), carriles 1, 2, 3, 7, 8, 9, 13, 14 y 15 corresponden a cadaveres sin micelio visible; y

los carriles 4, 5, 6, 10, 11, 12, 16, 17 y 18 corresponden cadaveres con micelio visible.

5.4.1. PCR para la deteccion de B. bassiana
Al realizar un protocolo de PCR anidado descrito por Landa et al. (2013) en cadaveres

de afido café de los citricos provenientes de bioensayos preliminares, se observo una
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amplificacion inespecifica. Tanto los afidos con micelio visible como los controles
(cadaveres sin micelio visible), en la mayoria de los casos, amplificaron como positivos
(Fig. 5), incluido el ADN de Metarhizium anisopliae y cadaveres del afido café de los
citricos que no habian estado en contacto con ningin hongo. Con el proposito de mejorar la
especificidad de la amplificacion, se realizd un PCR utilizando Unicamente los
imprimadores de la segunda ronda; en este caso, amplificé solamente uno de los controles

(cadaver sin micelio visible, Fig. 6).

=

NucleoSpin Kit Blood & Tissue Hovos-Carvajal ef al. C+

M 1 23 4 5 6 7 8 O 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

s}

NucleoSpin Kit Blood & Tissue Hovyos-Carvajal ef al. C+ C-

M 1 2 3 4 5 6 7 § 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Fig. 5: PCR anidado para la deteccion de Beauveria bassiana segin Landa et al. (2013) en
cadaveres del afido café de los citricos (Aphis citricidus). Carriles en comun entre ambos
geles. M. Marcador de peso molecular (1Kb), carriles 1, 2, 3, 7, 8, 9, 13, 14 y 15
corresponden a extracciones de cadaveres sin micelio visible; y los carriles 4, 5, 6, 10, 11,
12, 16, 17 y 18 corresponden a extracciones a partir de cadaveres con micelio visible. Gel

A. Primera ronda con los imprimadores ITS5/ITS4. Carril 19. control positivo (ADN de B.
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bassiana). El control negativo (agua) se corrid en otro gel con resultado negativo. Gel B.
Segunda ronda con los imprimadores BB.fw/BB.rv.Carril 19. Vacio; 20. Control positivo
(ADN de B. bassiana); y 21. Control negativo (agua).

A B

NucleoSpin Kit Blood & Tissue Hoyos-Carvajal ef al. Controles

M 1 234 5 6 7 89 10111213 14 15 16 17 18 19 M 20 21 22 23

Fig. 6: PCR realizado, modificando Landa et al. (2013), directamente (sin la primera ronda
de amplificacion) con imprimadores internos (BB.fw/BB.rv) para deteccion de Beauveria
bassianaen cadaveres del afido café de los citricos (Aphis citricidus). Gel A: M. Marcador
de peso molecular (1KDb), carriles 1, 2, 3, 7, 8, 9, 13, 14 y 15 corresponden a extracciones
de cadaveres sin micelio visible; carriles 4, 5, 6, 10, 11, 12, 16, 17 y 18 corresponden a
extracciones a partir de cadaveres con micelio visible, carril 19 Control positivo (ADN de
B. bassiana). Gel B: M. Marcador de peso molecular (1Kb), 20. Control negativo (ADN de
Metarhizium anisopliae, aislamiento MTR16), 21. Control negativo (agua), 22. Control
negativo (hongo contaminante sin identificar), 23. Control negativo (ADN de A. citricidus

sin tratar).

Debido a la inespecificidad observada, se probaron los imprimadores internos (los
que determinan la especificidad de la amplificacion) descritos por Landa et al. (2013) con
ADNs de los diferentes aislamientos de hongo en cultivo puro. Se incluyeron 22 muestras
de ADN de B. bassiana (BV-ECAO, BV-ECA1, BV-ECA8, BV-ECA9, BV-ECAL1l, BV-
ECA12, BV-ECAL3, BV-ECA14, BV-ECAL5, BV-ECA16, BV-ECA18, BV-ECA20, BV-
ECA21, BV-ECA23, BV-ECA25, BV-ECA26, BV-ECA27, BV-ECA28, BV-ECA29, BV-
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ECA30, BV-ECA31 y BV-ECA32) y 18 de M. anisopliae como controles negativos
(MTRO, MTR1, MTR3, MTR4, MTR5, MTR6, MTR7, MTR8, MTR9, MTR10, MTR11,
MTR12, MTR16, MTR17, MTR28, MTR29, MTR34 y MTR38) (Fig. 7). En este caso,
solamente tres ADNs de B. bassiana no amplificaron (BV-ECA23, BV-ECA27 y BV-
ECA30); sin embargo, varios ADNs de M. anisopliae amplificaron (MTRO, MTR1, MTR5,
MTR9, MTR11, MTR12, MTR28 y MTR29). Posteriormente, se repitié el mismo PCR con
un mayor numero de aislamientos, 32 de B. bassiana y 17 de M. anisopliae, y se analizé los
resultados por electroforesis capilar (QIAxcel) para tener una mayor resolucion de los
amplicones (Fig. 8). En este caso, no amplificaron ocho aislamientos de B. bassiana (BV-
ECA1L, BV-ECA9, BV-ECA21, BV-ECA26, BV-ECA30, BV-ECA33, BV-ECA35, BV-
ECAA47) y solamente un aislamiento de M. anisopliae amplificé (MTR11). Se observaron
algunas coincidencias entre las dos repeticiones que se realizé el mismo PCR con las
mismas muestras, pero también algunas diferencias. En el primer PCR, las muestras de BV-
ECAL, BV-ECA9, BV-ECA21 y BV-ECA26 amplificaron mientras que en la segunda
repeticion no, y muchas muestras M. anisopliae no amplificaron la segunda vez aunque si
lo habian hecho la primera. Entre las coincidencias esta que el aislamiento BV-ECA30 no

amplifico en ninguno de los dos PCRs y el MTR11 mostré amplificacion en ambas.

)

M:i1l 2 83 4 45 © 7 8 9 10 1F 12. 13 14 15 16 17 :18 19 20 21 22

M 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Fig. 7: Prueba con imprimadores internos para la deteccion de Beauveria bassiana segun
Landa et al. (2013) en ADN de B. bassiana (gel A) y Metarhizium anisopliae (gel B). Gel
A: M. Marcador de peso molecular (1Kb), 1. BV-ECAO, 2. BV-ECAL, 3. BV-ECAS, 4.
BV-ECA9, 5. BV-ECA11, 6. BV-ECA12, 7. BV-ECA13, 8. BV-ECA14, 9. BV-ECAI15,
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10. BV-ECA16, 11. BV-ECA18, 12. BV-ECA20, 13. BV-ECA21, 14. BV-ECAZ23, 15.
BV-ECA25, 16. BV-ECA26, 17. BV-ECA27, 18. BV-ECAZ28, 19. BV-ECA29, 20. BV-
ECA30, 21. BV-ECA31, 22. BV-ECA32. Gel B: M. Marcador de peso molecular (1Kb),
23. MTRO, 24. MTR1, 25. MTR3, 26. MTR4, 27. MTR5, 28. MTR6, 29. MTR7, 30.
MTRS, 31. MTR9, 32. MTR10, 33. MTR11, 34. MTR12, 35. MTR16, 36. MTR17, 37.
MTR28, 38. MTR29, 39. MTR34, 40. MTR38, 41. Vacio, 42. Control negativo (agua).

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

o)

M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

D
M 50 51 52 53 54 55 56 M 57 58 59 60

- ) -
400

Fig. 8: Analisis capllar electroforético de productos de PCR obtenidos del protocolo de

Landa et al. (2013) para la deteccion especifica de B. bassiana utilizando QiAxcel
(QIAGEN, USA). Solo se utilizaron los imprimadores de la segunda ronda. Gel A: M. M.
Marcador molecular de peso molecular (1Kb), 1-32: BV-ECAO, BV-ECA1, BV-ECAS,
BV-ECA9, BV-ECA11-BV-ECAL6, BV-ECA18, BV-ECA20, BV-ECA21, BV-ECAZ23,
BV-ECA25-BV-ECA37, BV-ECA43-BV-ECA47. Gel B: 33-49: MTRO, MTR1, MTR3-
MTR12, MTR16, MTR28, MTR29, MTR34, MTR38. Gel C: 50. C negativo (ADN de
afido no expuesto a B. bassiana), 51-53: cadaveres de tres afidos expuestos a B. bassiana
sin micelio visible, 54-56: cadaveres de tres afidos expuestos a B. bassiana con micelio

visible. Gel D: 57-59: C negativo (tres muestras de Talaromyces spp.), 60. C negativo

(agua).



Como se observaron inconsistencias e inespecificidad en la amplificacion, se
probaron imprimadores tipo SCARS (Castrillo, Vandenberg & Wraight, 2003) para la
deteccion de Beauveria. Ninguna de las muestras utilizadas, de B. bassiana o M.
anisopliae, resultaron positivas (Fig. 9). Tampoco se observaron resultados positivos al
variar la temperatura de anillamiento (TA, “temperature of annealing”) empleando un

gradiente (Fig. 10).

M1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 MM

Fig. 9: SCARS para la deteccion de B. bassiana segun las condiciones descritas en la
publicacion Castrillo et al. 2003. M. Marcador de peso molecular (100 bp), 1. BV-ECA11,
2. BV-ECA12, 3. BV-ECA14, 4. BV-ECA15, 5. BV-ECAL6, 6. BV-ECA18, 7. BV-
ECA20, 8. BV-ECA23, 9. BV-ECA25, 10. BV-ECAZ26, 11. BV-ECA28, 12. BV-ECA29,
13. BV-ECA30, 14. BV-ECA31, 15. BV-ECA32, 16. MTR6, 17. MTR7, 18. MTRS, 19.
Control negativo (hongo contaminante no identificado), 20. Hongo 1 (ADN extraido de
afido tratado con micelio visible), 21. Control negativo (agua), MM. Marcador de peso

molecular (50bp).
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TA=62°C TA=61.2°C TA=60.2°C TA =59.1°C

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 27 28 29 30

TA=59,1°C TA =58.4°C C-

Fig. 10: Resultado de SCARS descritos por Castrillo et al. 2013 con un gradiente de
temperaturas de anillamiento (TA) para la deteccion de B. bassiana. Para cada una de las
variaciones de temperatura se utilizaron las mismas muestras de hongo en el siguiente
orden: MTR1, MTR10, MTR11, BV-ECAO, BV-ECA21, BV-ECA31l; ADN de éfido
expuesto a B. bassiana sin micelio visible, control negativo (Talaromyces sp.). Gel A: M.
Marcador de peso molecular (50 pb), 1-8. TA de 62°C. 10-17. TA de 61,2°C. 9-16. TA de
61.2°C. 17-24. TA de 60,2°C. 25-30. TA =59,1°C. Gel B: M. Marcador de peso molecular
(50pb), 31-33. TA =59,1°C. 34-41. TA =58,4°C. 42. Vacio. 43. Control negativo (agua).

Finalmente, de tres de los bioensayos realizados (numeros 1, 2 y 4) se obtuvo 50
cadaveres, 30 de ellos con micelio visible y 20 cadaveres sin micelio visible. Se probé el
protocolo de PCR de Landa et al. (2013) para los ADNs extraidos de estos afidos en dos
repeticiones (Fig. 11). Solamente en cinco de las muestras no se detecté6 amplificacion en
general, para Beauveria (Landa et al. 2013) o para ADN de afido (region COX 1 utilizado
como un control interno de amplificacién). También hubo muestras, donde amplificé la
region COX | pero no se detect6 al hongo (Fig. 11). Sin embargo, en algunas ocasiones no
se obtuvo amplificacion de la region COX I; pero si se detecto el ADN del hongo (Anexo
2). Se decidio eliminar todas aquellas muestras negativas para la amplificacion de la region
COX I, asi como también aquellas muestras en las que se observaron incongruencias en las
dos repeticiones del protocolo de Landa et al. (2013). En total, se obtuvieron 33 muestras

con resultados de amplificacion confiables. Es importante destacar que no se obtuvo

36



amplificacion por medio del protocolo de Landa et al. (2013) con los afidos provenientes
de placas control, tanto si presentaron o no crecimiento de micelio cuando se compararon
con los cadaveres provenientes de placas en las que hubo presencia de hongo
entomopatogeno (Cuadro 5, p = 0.0016). De las 22 muestras que si se esperaban resultados
positivos, de 13 de ellas se obtuvieron amplificaciones (59.1%), para las muestras a las que
se les observaba micelio visible en siete de 12 se observaron amplificaciones (58.33%) y
para los cadaveres sin micelio visible creciendo sobre el cuerpo seis de las 10 muestras

amplificaron (60%).
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Fig. 11: Andlisis capilar electroforético utilizando QiAxcel (QIAgen, USA) de productos de PCR. Gel A y Gel B son repeticiones de
productos de PCR obtenidos siguiendo el protocolo de Landa et al. (2013) para la deteccion especifica de B. bassiana en cadaveres de
Aphis citricidus expuestos a bioensayos con este hongo. Solo se utilizaron los imprimadores de la segunda ronda (BB.fw/BB.rv). El
Gel C muestra los resultados de amplificacion de la region COX I. Cada gel esta dividido en cadaveres con y sin micelio visible luego
de siete dias en camara humeda y controles positivos y negativos. En los geles se utilizaron las mismas muestras en el mismo orden,
para cada carril se indica el aislamiento empleado en ese tratamiento. Con micelio: M. Marcador de peso molecular (1Kb), 1-10:
cadaveres procedentes del bioensayo 1, 1-2: BV-ECAL, 3-4: BV-ECA13, 5-6: BV-ECA14, 7-8: BV-ECA15, 9-10: tratamiento control.
11-20: cadaveres procedentes del bioensayo 2, 11-12: BV-ECAL, 13-14: BV-ECA13, 15-16: BV-ECA14, 17-18: BV-ECAL15, 19-20:
tratamiento control. 21-30: cadaveres procedentes de bioensayo 4, 21- 22: BV-ECAL, 23- 24: BV-ECAL13, 25- 26: BV-ECA14, 27- 28:
BV-ECAL5, 29-30: tratamiento control. Sin micelio: M. Marcador molecular de 1Kb, 31-35: cadaveres procedentes de bioensayo 1.
31*y 32*: BV-ECAL3, 33*: BV-ECA14, 34-35 tratamiento control, 36-42: cadaveres procedentes de bioensayo 2. 36-37: BV-ECA13,
38-39: BV-ECA14, 40: BV-ECA15, 41-42: tratamiento control. 43-50 cadaveres procedentes de bioensayo 4. 43-44: BV-ECAL, 45-
46: BV-ECA13, 47-48: BV-ECA14, 49- 50*: tratamiento control. Controles: ADN de aislamiento: 51: BV-ECA1, 52: BV-ECAL13, 53:
BV-ECA14, 54: BV-ECA15, 55: ADN de afido sin tratar, 56: Agua.
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Cuadro 5: Resumen (nimero de amplificaciones positivas / total de muestras) de los
resultados satisfactorios de PCR segun Landa et al. (2013) para la deteccion de B. bassiana
a partir de cadaveres del afido café de los citricos.

Tratamiento Con micelio Sin micelio Total
Control 0/5 0/6 0/11
BV-ECA 1 4/5 0/1 4/6
BV-ECA13 1/3 3/5 4/8
BV-ECA14 212 213 4/5
BV-ECA 15 0/2 1/1 1/3

Total 7/12 6/10 13/22

En cuanto a los resultados obtenidos en general, la cantidad de resultados positivos de
amplificacion no varia significativamente (p = 1) si se observd o no micelio sobre los
cadaveres luego de siete dias en camara himeda. La proporcion fue de 6/16 sin micelio
comparada con 7/17 para los cadaveres que si se contaban con micelio visible, es decir la
mayoria de las muestras de cadaveres no presentaron amplificaciones, incluso a los que se
les observé micelio visible luego de siete dias en camara himeda. Este resultado Ilama la
atencion, ya que las pruebas de amplificacion con ADN de cultivo puro de hongo, sugieren
que el protocolo tiene la capacidad de detectar los cuatro aislamientos utilizados en los
bioensayos; al menos los aislamientos BV-ECA13, BV-ECA14 y BV-ECA15 obtuvieron
resultados positivos consistentes. El aislamiento BV-ECA1 amplifico en una ocasion (Fig.
7).
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6.  Discusion
6.1. Bioensayos in vitro para observar la patogenicidad de aislamientos de B. bassiana
sobre el &fido café de los citricos

Se observé mucha variabilidad en el porcentaje de mortalidad obtenido entre y dentro
de los bioensayos, tanto para el tratamiento control como para los diferentes aislamientos
de Beauveria utilizados (Fig. 2). Asi mismo, en esta investigacion no parece haber
ninguna relacion entre la mortalidad del afido café de los citricos en el tratamiento control
y, los datos de temperatura y humedad relativa recopilados para cada bioensayo. Esta
observacion llama la atencion porque las condiciones ambientales en las cuales se
desarrolla un éafido afectan la duracion de su ciclo de vida (Rodriguez-Leyva & Lomeli-
Flores 2013) y justamente, los efectos de la temperatura y humedad relativa sobre el
desarrollo, longevidad, sobrevivencia, reproduccion y crecimiento poblacional en afidos
son muy estudiados (Agarwala & Bhattacharya 1995; Asante et al. 1991; Das et al. 2011;
Ebwongu et al. 2001; Hirano et al. 1996; Jeffs & Leather 2014). Por lo tanto, se sugiere
que otras variables ambientales a las que no se midieron en esta investigacion
potencialmente afectaron la mortalidad de los afidos.

Entre otras variables ambientales a considerar, Maruthadurai (2018) observo que,
aparte de la temperatura y la humedad relativa, aumentos en la evaporacién de agua
provocan efectos negativos en las poblaciones de Aphis odinae, mientras que aumentos en
la cantidad de horas de luz favorece las poblaciones de este afido. Por otra parte, el efecto
de diferentes variables ambientales puede ser contrario segin la época del afio. La
cantidad de horas de luz, temperatura (méaxima y minima), presién de vapor y velocidad
del viento tuvieron efectos positivos en poblaciones de Aphis odinae durante el verano;
por otro lado, la cantidad de horas de luz y temperatura maxima provocaron efectos
negativos durante el periodo de las primeras lluvias (Dabhi et al. 2013). Sin embargo, en
la literatura también se encuentran casos en los que ni la temperatura ni la humedad
relativa (ni la cantidad de lluvia) tienen efecto sobre las poblaciones de afidos (Meena et
al. 2013), al igual que en esta investigacion.

Aunqgue en la naturaleza las poblaciones de afidos llegan a ser de muy alta densidad

por tallo u hoja, Jandricic et al. (2014) mencionan que una menor densidad de afidos de
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Aulacorthum solani (tres afidos por placa Petri) pudo haber contribuido a una mejor
sobrevivencia que cuando se utilizaron 10 afidos por placa. También se utilizan variables
mas complejas como “unidades de calor acumulado” (accumulated heat units, GDD) y
“radio de humedad termal” (humidity termal ratio, HTR) las cuales, en resumen, se basan
en el calor que requiere un insecto para desarrollarse y crecer (Narjary et al. 2013).

Estas observaciones indican que muchas variables ambientales pueden provocar
diversos efectos sobre la supervivencia de afidos y que la misma variable no siempre tiene
el mismo resultado, ni siquiera en la misma especie de afido, dependiendo de la época en
la que se realice la investigacion. Por todas estas razones, se recomienda tener control de
las variables ambientales a la hora de realizar los bioensayos (una cdmara de crecimiento),
esto para que todos los bioensayos se realicen bajo las mismas condiciones y poder
discernir cudles de estas variables afectan las poblaciones de este afido y poder tener un
mejor entendimiento de como podrian comportarse las poblaciones en el campo.

Otra posible fuente de variacién que se debe considerar es la manipulacion de los
insectos a la hora de trasladarlos hasta el laboratorio y luego al colocarlos en cada caja
Petri. Este tema, aunque importante, no es capaz de explicar la mortalidad observada en
los bioensayos realizados ya que ésta fue demasiado variable, incluso en los controles
variando de un 15% a un 98.3% (Fig. 1). Hay que considerar ademas, que los bioensayos
fueron realizados por la misma persona con los mismos materiales, lo cual deberia reducir
el nivel de variabilidad en la mortalidad por la manipulacion. También se debe tener en
cuenta el estrés que puede provocar sobre los individuos la manipulacion.

Al trabajar con afidos y hongos entomopatdgenos se deben tomar en cuenta ciertas
caracteristicas de estos insectos que pueden influenciar la forma en que son afectados por
los hongos. Entre éstas se han mencionado su desarrollo rapido y el hecho de que esto
implique mudas relativamente rapidas. Experimentos con un aislamiento de B. bassiana y
ninfas del afido Myzus persicae (Liu et al., 2003), encontraron una relacion entre la
inoculacion y la primera muda luego de la inoculacion. Entre menos tiempo pase entre la
inoculacion y la préxima muda, menor es el efecto del hongo entomopatégeno en la
mortalidad producida en el afido. En dicha investigacion también observaron que las
ninfas que resultaban infectadas morian antes de la siguiente muda; se sugiere que las

mudas durante el desarrollo cumplen una funcion defensiva contra la penetracion del
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hongo en el organismo. También se ha mencionado que los afidos son altamente maéviles
(comparados con otros insectos chupadores) y que su patas delgadas minimizan el
contacto con la superficie de la hoja y la parte mas himeda de ésta, lo cual podria influir
en la adquisicion por el afido de dosis letales del hongo (Hall 1979 en Jandricic et al.
2014)

La presencia de bacterias endosimbiontes en &fidos es otra variable que puede afectar
la mortalidad observada en los bioensayos con hongos entomopatdgenos. Segun la
literatura, casi todas las especies de afidos presentan al menos un endosimbionte primario
(Buchnera aphidicola) con la posibilidad de hospedar uno o varios simbiontes
secundarios o facultativos, los cuales son importantes para la supervivencia y
reproduccion del insecto (Koga et al. 2003; Vicente et al. 2017).

Se ha observado que la presencia de simbionte(s) secundario(s) en el afido de los
guisantes (Acyrthosiphon pisum) le confiere resistencia a la infeccion por hongos (reducen
la mortalidad). Ademas, cuando un &fido que posee el simbionte, se ve infectado y muere,
el hongo presenta una frecuencia de esporulacion menor en comparacion con los éafidos
gue no presentaban el endosimbionte, con lo cual también se reduce la transmision del
hongo a insectos cercanos (Scarborough et al, 2005; Lukasik et al 2012). Sin embargo, el
tema de los endosimbiontes es mucho mas complejo, ya que en otra investigacion con las
mismas especies de é&fido y endosimbionte facultativo, se encontré que Regiella
insecticola brinda proteccién contra un hongo entomopatdgeno especifico pero no contra
uno generalista como B. bassiana (Parker et al. 2013). Esto recalca lo variable de trabajar
con sistemas de este tipo, donde la comunidad de endosimbiontes presente en cada
organismo puede reaccionar de forma diferente ante distintos tipos de hongos.

En cuanto a la variabilidad en la mortalidad producida por diferentes aislamientos de
hongos entomopatogenos, ya se ha observado una alta variabilidad entre varios
aislamientos, incluidos aislamientos de B. bassiana, como se observo en este caso (Fig.
2). Jandricic et al. (2014) probaron 44 aislamientos de tres especies de hongos (B.
bassiana, M. anisopliae e Isaria javanica) en las especies de afidos A. gossypii, M.
persicae y Aulocorthum solani, encontrando que la mortalidad producida para cada afido
vario no solo entre especies, sino entre aislamientos de la misma especie, es decir hubo

aislamientos que provocaron una alta mortalidad contra una especie de afido y muy baja
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contra la otra. Posteriormente, eligieron el aislamiento de B. bassiana y M. anisopliae que
hubiera producido la mayor mortalidad contra ambas especies de &fidos y se compararon
con dos cepas comerciales de B. bassiana. Ellos obtuvieron resultados variables de
acuerdo al aislamiento que produjo mayor mortalidad contra cada especie de afido aunque
en todos los casos el aislamiento comercial (B. bassiana GHA) fue el que produjo las
mortalidad més bajas. En esa investigacion también concluyen que existen diferencias
entre la susceptibilidad de las especies de afidos utilizadas, ya que un mismo aislamiento
de B. bassiana resultd ser bastante virulento contra A. gossypii, virulencia baja pero
cuantitativa contra M. persicae y ser practicamente no virulento contra A. solani. También
hacen notar la importancia de experimentar con las muestras depositadas en colecciones,
ya que en este caso, el aislamiento con mejor rendimiento fue uno no comercial.

Otro ejemplo similar se observa en Loc et al. (2010), en donde inicialmente contaron
16 aislamientos de B. bassiana y 19 de M. anisopliae contra Aphis sp.y Diaphorina citri
(Psyllidae), ellos probaron la patogenicidad de los aislamientos mediante bioensayos hasta
seleccionar tres para pruebas en invernadero (uno de B. bassiana y dos de M. anisopliae).
Su comportamiento también se comparé contra dos bioinsecticidas a base de hongos
entomopatogenos. Se menciona que uno de los aislamientos de B. bassiana obtuvo una
patogenicidad catalogada como buena (70-77% de mortalidad), por lo que produjeron
bioinsecticidas con esos aislamientos y fueron probados en invernadero. Posteriormente,
solo uno fue probado en el campo generando mortalidades similares, 71,7y 76,6% a los 7 y
10 dias posteriores a la aplicacion, respectivamente. Ademas, los aislamientos en estudio
siempre produjeron mayor mortalidad contra el &fido que los bioinsecticidas.

En otro caso, Vu et al. (2007) evaluaron varias especies de hongos entomopatdgenos
contra A. gossypii y Myzus persicae. Ellos obtuvieron que Lecanicillium lecani produjo la
mayor mortalidad para ambas especies de afidos aunque hubo variacion entre los tres
aislamientos utilizados. El aislamiento de B. bassiana utilizado produjo mayor mortalidad
en A. gossypii que en M. persicae. Otro dato que apunta a que el mismo aislamiento puede
provocar diferentes efectos segun la susceptibilidad de la especie de afido, es que el mismo
aislamiento de M. anisopliae produjo una mortalidad muy alta para A. gossypii pero la

mortalidad mas baja de todos los aislamientos utilizados para M. persicae.
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Los datos obtenidos en las investigaciones mencionadas concuerdan con los resultados
de esta investigacion, en la que se observé una alta variabilidad en la patogenicidad de B.
bassiana sobre el afido café de los citricos. En donde algunos aislamientos se observaron
mortalidades similares a las obtenidas en los controles, por ejemplo aislamiento BV-ECA9
y BV-ECAL6 contra mortalidades del 100% o cercanas (BV-ECA28 y BV-ECA29) (Fig.
2).

En el estudio de Jandricic et al. (2014), ellos indican que la dosis de hongo (B.
bassiana) que recibieron los afidos pudo variar debido a la viabilidad de lo conidios, es
decir de la concentracidn que se coloca s6lo un porcentaje de esporas germinara. Safavi et
al. (2007) encontraron una relacion entre la germinacion de conidios y la virulencia para
algunos aislamientos de Beauveria. Esta variable puede tener un efecto en la variabilidad
de la mortalidad observada en esta investigacion, ya que aunque se aplico dosis de hongo
del mismo orden de magnitud (10°) por tratamiento, se desconoce el porcentaje de
viabilidad de cada aislamiento. Asi, el nimero de conidios que pudieron germinar y
potencialmente infectar a los &fidos pudo ser muy variable. Por estas razones, se
recomienda realizar estudios de viabilidad de los conidios de los aislamientos antes de ser
utilizados en el campo.

La variabilidad en la mortalidad de afidos observada para los aislamientos de B.
bassiana estudiados puede deberse al sustrato y los métodos de cultivo utilizados. El
medio y condiciones en las que se cultiva un hongo puede afectar la produccion y
secrecion de compuestos insecticidas de éste (Shah et al. 2005; Safavi et al. 2007, Peteira
et al. 2011). Safavi et al. (2007) mencionan también el efecto que puede tener el medio de
cultivo en la germinacién de conidios, que como se indicd puede ser de gran importancia
a la hora de conocer las dosis administradas. En estas publicaciones se muestran
respuestas diferentes de varios aislamientos ante las mismas condiciones de cultivo, lo
cual respalda la idea que cada aislamiento tiene per se diferencias intrinsecas. Bajo esa
perspectiva, infectar y crecer sobre una especie de insecto en particular también representa
otro “medio de cultivo” sobre el que algunos aislamientos se desarrollaran mejor que
otros. Lo que sustenta que para cada plaga agricola en particular, se debe seleccionar el

aislamiento de B. bassiana mas efectivo.
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Por otra parte, se ha observado que realizar sub-cultivos en medios sintéticos (pases
continuos en medio artificial) puede reducir significativamente las propiedades bioldgicas
de los aislamientos de B. bassiana. Se observo una relacion entre la frecuencia de
subcultivos y la reduccion en el crecimiento radial, esporulacion y viabilidad de los
conidios (Rajanikanth et al. 2011). No se sabe si este sea el caso para alguno de los
aislamientos utilizados en esta investigacion, debido a la poca informacién respecto a su
procedencia (Anexo 1) y al procedimiento de cultivo que fueron expuestos.

Cabe mencionar, que un factor importante a considerar cuando se habla de hongos
entomopatogenos es la presencia de micovirus. Los virus que infectan hongos, al igual
que los virus de animales y plantas, requieren de las células de otros organismos para
replicarse pero con la diferencia de que no tienen una ruta de infeccién extracelular, por lo
que solo se transmiten por medio de division celular, esporulacién o fusion. La mayoria
de micovirus poseen un genoma compuesta por ARNs de doble banda y una minoria por
ARN de una sola banda (Son et al. 2015). Por lo tanto, patrones de bandas de ARNdb son
los que se utilizan para determinar tentativamente la presencia de micovirus presentes en
una muestra.

En la mayoria de los casos las infecciones por micovirus se consideran latentes o
cripticas, ya que producen poco o ningun efecto en el huésped (Liu et al. 2012; Yu et al.
2015). Sin embargo, se ha observado que algunos causan crecimiento irregular,
pigmentacion anormal y reproduccion sexual alterada. También son capaces de producir
hipovirulencia en algunos hongos patdgenos de plantas (Son et al., 2015). Por esta razén,
surgid un interés e investigacion de los micovirus como posibles controladores de hongos
nocivos para cultivos (Liu et al. 2012; Son et al. 2015; Yu et al. 2013, Yu et al. 2015).

La presencia de micovirus en hongos entomapatogenos se ha documentado. Herrero
et al. (2012) estudiaron la diversidad de micovirus en aislamientos de B. bassiana de
Espafa y Portugal, encontrando una alta frecuencia de infeccion por estos virus (54% de
las muestras) y que habia un mayor porcentaje de infeccion en aislamientos endofiticos
(66.7%) que en las muestras aisladas del suelo (51.7%). Asi mismo, se determind una alta
variabilidad en los patrones de ARN doble banda, lo cual indica una alta diversidad de
virus presente en este hongo, ademas de la posibilidad de infecciones mixtas segun los

patrones obtenidos.
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Como se ha mencionado, investigaciones relativamente recientes hablan de que la
presencia de micovirus puede provocar hipovirulencia; sin embargo, se encontrd una
investigacion en la que mencionan que la presencia de este tipo de virus produjo una
ligera hipervirulencia al comparar el comportamiento de un mismo aislamiento de B.
bassiana infectado con micovirus y uno libre de infeccion contra larvas de una polilla
(Kotta-Loizou & Coultts, 2017). No puede descartarse la posibilidad que alguno de los
aislamientos utilizados en esta investigacion puedan estar infectados por micovirus y que
éstos puedan afectar la capacidad patogénica de los mismos. Antes de utilizar alguno de
estos aislamientos en el control de A. citricidus o de cualquier otro insecto es

recomendable determinar si el aislamiento de interés esté infectado por micovirus.

6.2. PCR para la deteccion de B. bassiana a partir de un solo afido Aphis citricidus

En este trabajo se buscé la forma de confirmar que la muerte de los afidos se debia a
que habian sido infectados por el hongo de interés y descartar la muerte del insecto por
algun otro factor. Por esta razon, se decidié probar dos protocolos de PCR para detectar B.
bassiana a partir de un solo afido. Inicialmente, se decidié probar los protocolos con
muestras de ADN de los aislamientos puros, para observar si existian diferencias en la
amplificacion o si requerian de alguna modificacion previa. Sin embargo, ninguno de los
dos protocolos presento resultados satisfactorios para todas las muestras (Fig. 5-10).

En el caso de los marcadores SCAR, esto pudo deberse a que los marcadores
desarrollados a partir de RAPD-SCAR suelen presentar baja reproducibilidad entre
laboratorios, ademas de que las bandas que resultan de la técnica son muy débiles, lo cual
puede complicar el analisis ya que resulta complicado distinguir las bandas (Johny & Kuei-
Poku 2014). En otra investigacién en la que utilizan el protocolo descrito por Castrillo et al.
(2003) mencionan que no todos imprimadores presentaron la capacidad para amplificar
ADN del aislamiento que estaban utilizando (Biswas et al. 2012), por lo que terminaron
empleando solamente uno de los tres imprimadores. Aunque Biswas et al. (2015) aseguran
gue en un PCR multiplex es mas eficiente para detectar diferentes aislamientos, también
mencionan varios problemas con los tres pares de imprimadores de Castrillo et al. (2003),
ya gque producian tamafios de amplicones diferentes segun el aislamiento utilizado y uno de

los imprimadores solo era capaz de amplificar uno de 43 aislamientos empleados, a pesar
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de variar las condiciones de PCR para poder observar resultados positivos, entre ellos:
cambiaron el nimero de ciclos, el tiempo y la temperatura, desnaturalizacion inicial,
namero de desnaturalizaciones iniciales, ciclos de amplificacion y tiempo, y temperatura de
“annealing”.

En cuanto al protocolo de Landa et al. (2013), se obtuvo amplificaciones
inespecificas, aun cuando los autores aseguran que su protocolo es especifico para
Beauveria bassiana ya que a la hora de realizar los experimentos, no presento
amplificacion cruzada con muestras de planta, otros hongos ni oomycetes. Sin embargo,
Johny & Kyei-Poku (2014) mencionan que no incluyeron otras especies de Beauveria para
evaluar especificidad y amplificacién cruzada de una manera mas certera. Esto podria
explicar los resultados inespecificos y, en ocasiones, no reproducibles que se obtuvieron en
este investigacion al utilizar este protocolo (Figs. 7 y 8).

Aln con los limitaciones del protocolo de Landa et al. (2013), fue posible observar
que los cadaveres provenientes de placas control no obtuvieron amplificaciones, tuvieran o
no micelio visible creciendo en ellos, lo cual da cierta seguridad de que al menos, los afidos
muertos en dichas placas no fueron infectados por B. bassiana (al menos por los
aislamientos que dicho protocolo si es capaz de diferenciar). Aunque también se debe notar
que la cantidad de amplificaciones positivas fue bastante baja en general, sin importar si los
cadaveres tenian micelio visible o no (Cuadro 5). Lo cual indica que el protocolo es poco
eficiente. Se debe tener en cuenta que la alta diversidad genética de Beauveria puede estar
jugando un papel importante en que los protocolos utilizados no hayan sido capaces de
identificar la variedad de aislamientos utilizados en esta investigacion (Rehner et al. 2011).

La alta variabilidad de B. bassiana se ve ejemplificada en los resultados obtenidos en
esta investigacion. Cuando se probaron 15 aislamientos de B. bassiana contra el afido café
de los citricos, se observé un amplio &mbito de respuesta en la mortalidad observada, desde
casi similar al control hasta el 100% de afidos muertos. En cuanto a la seccion de probar la
patogenicidad de cuatro aislamientos de B. bassiana contra A. citricidus, se pudo
determinar con mayor seguridad que el aislamiento BV-ECAL5 es capaz de producir una
mortalidad mas alta en el afido empleado que los otros aislamientos. En cuanto la deteccion
de B. bassiana a partir de un solo afido por medio de PCR, solo se obtuvo amplificaciones

positivas con el protocolo de Landa et al. (2013), aunque éste fue incapaz de detectar todas
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los aislamientos utilizados de manera certera y los resultados de amplificacion fueron

relativamente bajos.
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Conclusiones

Los aislamientos utilizados de Beauveria bassiana presentaron una alta variabilidad

en su capacidad patogénica contra el &fido café de los citricos.

Dicha variabilidad se puede deber a diversos factores incluyendo variables
ambientales, caracteristicas intrinsecas tanto de cada aislamiento como del afido de

interés.

Algunos aislamientos de B. bassiana presentaron un potencial patogénico prometedor

contra A. citricidus.

La caracterizacion de 15 aislamientos de B. bassiana indican algunos aislamientos
que podrian utilizarse para estudios futuros y poder evaluar en mas detalle su

capacidad para infectar Aphis citricidus.
Al determinar la patogenicidad de cuatro aislamientos de B. bassiana, se concluye
que el aislamiento BV-ECA15 produce una mayor mortalidad en A. citricidus en

condiciones de laboratorio.

Los protocolos de PCR utilizados resultaron ineficientes para la amplificacion de las

muestras de B. bassiana aqui utilizadas.
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Recomendaciones

e Realizar todos los bioensayos bajo condiciones estables (cdmara de
crecimiento) de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo para poder tener una
mayor seguridad de que los resultados observados se deben solamente a las

diferencias intrinsecas de cada uno de los aislamientos utilizados.

e Utilizar otros de los aislamientos con resultados prometedores (ej. BV-ECA28
y BV-ECA29) para realizar protocolos de bioensayos mas robustos y poder

obtener resultados mas confiables sobre su capacidad patogénica.

e Para los bioensayos en general, aumentar el nimero placas y repeticiones en

el tiempo de los aislamientos para obtener resultados mas confiables.

e Disminuir al minimo posible la manipulacion innecesaria de los afidos para

reducir el nimero de posibles muertes por estrés o maltrato de los insectos.

e Realizar estudios de viabilidad de los conidios para tener el dato de la
concentracion realmente colocada de cada aislamiento y poder realizar

comparaciones de los resultados con mas fiabilidad.

e Realizar un estudio de micovirus en los aislamientos para discernir si la
presencia de estos virus en las muestras utilizadas pueda estar afectando de alguna

forma el comportamiento virulento de los hongos.

e Disminuir al minimo el nimero de subcultivos de los aislamientos, ya que

puede disminuir la virulencia de las muestras contra insectos.
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e  Utilizar otros imprimadores para la deteccion de B. bassiana mencionados en
la literatura para poder obtener resultados satisfactorios a la hora de detectar la

presencia de dicho hongo en las muestras de cadaveres expuestos a él.
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Anexos

Anexo 1: Datos disponibles sobre sitio de recoleccién, orden y especie de la que fue recolectada, cultivo y pais de los aislamientos

utilizados en esta investigacion.

Aislamiento Donado por Origen Orden Especie Pais Provincia Cultivo

1 BV-ECAO  Miguel Obregon Suelo - - Costa Rica Cartago ND

2 BV-ECA1 INA ND - - ND ND ND

3 BV-ECAS8 CATIE Suelo Lepidoptera Galleria melonella Costa Rica Limon ND

4 BV-ECA9 CATIE Insecto ND Larva Costa Rica ND En un rio

5 BV-ECAll CATIE Suelo - - Costa Rica ND ND

6 BV-ECAIl2 CATIE Suelo - - CostaRica  SanJosé  Cafia de azucar
7 BV-ECA13 CATIE Insecto Coleoptera  Hypothenemus hampei  Honduras Comayagua Café

8 BV-ECAl4 CATIE Suelo - - Costa Rica ND ND

9 BV-ECAI15 CICAFE ND - Hypothenemus hampei? Costa Rica ND Café

10 BV-ECA16 CICAFE ND - Hypothenemus hampei? Costa Rica Cartago Cafe

11 BV-ECA18 CATIE Suelo - - CostaRica  SanJosé  Cafa de azucar
12 BV-ECA20 CATIE Suelo - - Costa Rica ND ND

13 BV-ECA21 CATIE Suelo - - CostaRica  SanJosé  Cafa de azucar
14 BV-ECAZ23 CATIE Suelo - - Costa Rica ND ND
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15
16
17
18
19
20
21
22
23

BV-ECA25
BV-ECA27
BV-ECAZ28
BV-ECA29
BV-ECA30
BV-ECA32
BV-ECA33
BV-ECA35
BV-ECA36

CORBANA
CORBANA
CORBANA
CORBANA
CATIE
CATIE
CATIE
CATIE
CATIE

Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo

Suelo

Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica

Costa Rica

ND
ND
Limon
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Cana de azUcar
Banano
Banano
Banano

ND
ND
ND
ND
ND
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Anexo 2: Deteccion de Beauveria bassiana mediante PCR (Landa et al., 2013) en
cadaveres de Aphis citricidus provenientes de bioensayos donde los afidos se expusieron a

cuatro aislamientos de Beauveria bassiana o a tratamiento control.

Micelio Identificacion de _ _ PCR?
visible * cadaver Bloensayo  Tratamiento I I cox1?
Si 1 1 BV-ECA1l + + +
Si 2 1 BV-ECAl - - +
Si 3 1 BV-ECA13 - + +
Si 4 1 BV-ECA13 + - -
Si 5 1 BV-ECA14 - - -
Si 6 1 BV-ECA14  + + +
Si 7 1 BV-ECA15 + + -
Si 8 1 BV-ECA15 - + -
Si 9 1 Control - - +
Si 10 1 Control - - -
Si 11 2 BV-ECA1 + + -
Si 12 2 BV-ECA1 + + +
Si 13 2 BV-ECA13  + + -
Si 14 2 BV-ECA13 - - +
Si 15 2 BV-ECA14  + + +
Si 16 2 BV-ECA14 - + +
Si 17 2 BV-ECA15 + + -
Si 18 2 BV-ECA15  + + -
Si 19 2 Control - - +
Si 20 2 Control - - +
Si 21 4 BV-ECA1 + + +
Si 22 4 BV-ECAl + + +
Si 23 4 BV-ECA13  + + +
Si 24 4 BV-ECA13 - - +
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Si

Si

Si

Si

Si

Si

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
51 (BV-ECAL)
52 (BV-ECA13)
53 (BV-ECA14)
54 (BV-ECA15)

N B~ B B B BB BB BB DN DD DD DD DD DD P P DD DA DD
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BV-ECA14
BV-ECA14
BV-ECA15
BV-ECA15
Control
Control
BV-ECA13
BV-ECA13
BV-ECA14
Control
Control
BV-ECA13
BV-ECA13
BV-ECA14
BV-ECA14
BV-ECA15
Control
Control
BV-ECAl
BV-ECAl
BV-ECA13
BV-ECA13
BV-ECA14
BV-ECA14
Control
Control
Control +
Control +
Control +

Control +



- Afido - Control - - - +
- Agua - Control - - - -

! Presencia de micelio en los cadaveres de &fido evaluada siete dias después de terminado el
bioensayo respectivo. Cadaveres incubados a temperatura ambiente en tubos de
microcentrifuga.

?PCR realizado con imprimadores internos (segunda ronda de amplificacion) del protocolo
de Landa et al., (2013). Se presenta el resultado de dos repeticiones: 1 y II. “+” =

(1321

amplificacion positiva y “-” = no hubo amplificacion.
% PCR realizado con los imprimadores LepF y LepR para la deteccién de la citocromo

oxidasa mitocondrial del insecto.

Anexo 3: Afidos muertos, cadaveres con micelio visible a la hora de la recoleccion y
cadaveres con micelio visible luego de siete dias en camara humeda obtenidos luego de seis
bioensayos realizados utilizando 15 aislamientos de Beauveria bassiana sobre Aphis

citricidus.
Bioensayo Afidos muertos Micelio visible Micelio visible
(siete dias)
18 101 34 98
19 29 6 25
21 61 15 51
22 139 20 109
23 132 14 116
29 65 7 57
Total 527 96 456
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Anexo 4: Afidos muertos, cadaveres con micelio visible a la hora de la recoleccion y
cadaveres con micelio visible luego de siete dias en camara humeda obtenidos luego de
cuatro bioensayos segun el tratamiento de Beauveria bassiana utilizado sobre Aphis

citricidus.
Bioensayo
Tratamiento 1 2 3 4
Control 11 10 12 8
BV-ECA1 30 30 13 25
BV-ECA13 Muertos 25 28 19 15
BV-ECA14 21 23 17 19
BV-ECA15 30 29 27 22
Total 117 120 88 89
Control 0 1 5 0
BV-ECA1 Micelio 5 20 2 15
BV-ECA13 visible 1 12 1
BV-ECA14 7 12 6 4
BV-ECA15 3 16 14
Total 16 61 28 28
Control 7 7 12 7
Bv-ECA1  Micelio 30 30 12 23
BV-ECA13  Visible 23 22 17 12
BV-ECAl4  (Siete dias) 17 20 15 17
BV-ECA15 30 28 25 22

Total 107 107 81 81
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