Efecto del Hongo Isaria fumosorosea Wize Sobre la Herbivoria por los Adultos del Escarabajo
de Margen Amarillo, Microtheca ochroloma Stél (Coleoptera: Chrysomelidae)
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Resumen. El escarabajo de margen amarillo, Microtheca ochroloma Stal (Coleoptera: Chrysomelidae) es una
plaga que causa pérdidas econémicas en la produccion de cruciferas (Brassicaceae) en Argentina y el sureste de
los Estados Unidos. El control biolégico utilizando el hongo entomopatégeno Isaria fumosorosea Wize
(Hypocreales: Cordycipitaceae) es una alternativa para reducir las poblaciones de esta plaga. Este estudio evalu6
el efecto que tiene este hongo en la cantidad de herbivoria por los adultos del escarabajo al ser alimentados con
hojas aplicadas con |. fumosorosea. Se evaluaron cuatro concentraciones (0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 g) de la formulacion
PFR-97 20% WDG cepa Apopka 97 por 100 ml de agua destilada y se usé como tratamiento control inicamente
agua destilada. Se realizaron dos ensayos, cada ensayo con 10 plantas de bok choy por tratamiento, cada planta
con seis escarabajos. A los 7 dias se midio el area foliar consumida por los escarabajos. En el primer ensayo, las
plantas aplicadas con 1.0 y 2.0 g/100 ml sufrieron significativamente menos dafio que el control. Para el segundo
ensayo hubo diferencia significativa entre el control y la concentracién 2.0 g/100 ml. El control tuvo 3.7 y 2.0%
mas dafio comparado con los demas tratamientos en el primer y segundo ensayo, respectivamente.

Palabras clave: Brassicaceae, control biolégico, hongo entomopatdgeno, plaga.

Effect of the Fungus Isaria fumosorosea Wize on Herbivory by Adult Yellowmargined Leaf Beetles,
Microtheca ochroloma Stal (Coleoptera: Chrysomelidae)

Abstract. The yellowmargined leaf beetle, Microtheca ochroloma Stal (Coleoptera: Chrysomelidae), is a pest that
causes economic losses in the production of crucifers (Brassicaceae) in Argentina and the southeastern USA.
Biological control using the entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea Wize (Hypocreales: Cordycipitaceae) is
an option for suppressing pest populations. This study evaluated the effect of this fungus on herbivory by adult
beetles when they were fed leaves treated with |. fumosorosea. Four concentrations (0.1, 0.5, 1.0, and 2.0 g) of
the formulation PFR-97 20% WDG Apopka strain 97 per 100 ml of distilled water and a distilled water only control
were evaluated. Two trials each with 10 bok choy plants per treatment were performed, and each plant was
infested with six adult beetles. On the seventh day, leaf area consumed by the beetles was measured. In the first
trial, plants applied with 1.0 and 2.0 g/100 ml suffered significantly less damage than the control. In the second
trial, there was a significant difference between the control and concentration of 2.0 g/100 ml. The control had 3.7
and 2.0% more damage compared to the other treatments in the first and second trials, respectively.

Keywords: Biological control, Brassicaceae, entomopathogenic fungus, pest.

Introduction ochroloma Stal (Coleoptera: Chrysomelidae), es nativo
de Sudamérica (Argentina, Brasil, Chile y Uruguay)

El escarabajo de margen amarillo, Microtheca (Jolivet 1950), pero esta causando grandes dafios en
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los Estados Unidos (Webb 2010). El primer reporte de
esta plaga en los Estados Unidos fue en Alabama y
gradualmente se ha ido extendiendo a lo largo de la
costa del Golfo de México desde Florida hasta Texas,
Georgia y Carolina del Norte (Woodruff 1974).

Las plantas hospederas de M. ochroloma
pertenecen a la familia Brassicaceae, de las cuales el
nabo (Brassica rapa L.) es la planta hospedera
preferida, seguido por la mostaza (Brassica juncea L.),
el rdbano (Raphanus sativus L.), la col (Brassica
oleraceae L.) y la col china (B. rapa, grupo pekinensis)
(Ameen y Story 1997; Balusu y Fadamiro 2011).
También ha sido reportado como plaga de mizuna o
mostaza japonesa (B. rapa, grupo japdnica) (Bowers
2003). En Florida, los adultos estan activos al finalizar
el otofio, durante el invierno y a inicios de la primavera
(Webb 2010), época en que hay la mayor produccién
de brésicas en el estado. La herbivoria en las hojas de
los cultivos reduce la calidad de las plantas, lo que
disminuye la produccién comercial (Bowers 2003).

En la agricultura convencional, a diferencia de la
agricultura orgénica, la manera mas facil y comdn de
controlar este escarabajo es aplicando insecticidas
sintéticos (Poncio 2010). Los insecticidas sintéticos
como el carbaril, efectivo en el control de esta plaga
(Overall 2008), son muy téxicos para los vertebrados
(Badii et al. 2006), algas y abejas (Pérez 2008). La alta
toxicidad favorece la eliminacion de enemigos
naturales (chinches hediondas, chinches asesinas y
crisopas) y proliferacion de las plagas, generando a
largo plazo una agricultura insostenible (Devine et al.
2008). Con el tiempo, estos insecticidas también
pueden provocar la aparicion de resistencia quimica
(Balusu y Fadamiro 2013). El desarrollo de resistencia
quimica a los insecticidas sintéticos y la necesidad de
mejorar el cuidado del ambiente eventualmente
demandaran acciones de control basadas en la
comprension de la ecologia de los insectos plagas
(Vazquez 2002). Con la implementacion de métodos
de control bioldgico para regular las poblaciones de M.
ochroloma, los agricultores convencionales podrian ser
capaces de reducir el riesgo de desarrollar resistencia
a los insecticidas sintéticos (Bowers 2003).

Las ventajas de usar los hongos entomopatégenos
como agentes controladores es que son accesibles
econOmicamente, no son téxicos, pueden ser
producidos en grandes cantidades, son féaciles de
aplicar y estan presentes en el ambiente (Latifian y
Rad 2012). Isaria fumosorosea Wize tiene distribucion
mundial, lo que facilita su adaptacién y efectividad

como controlador de varios insectos, especialmente
moscas blancas (Bemisia tabaci Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) y algunos coledpteros (Lacey
et al. 1999).

Montemayor et al. (2016) evaluaron I
fumosorosea, cepa comercial de Apopka 97 registrada
como PFR-97 20% WDG (granulos disecados), en
varias concentraciones aplicadas directamente sobre
las cuatro etapas de desarrollo de M. ochroloma. I.
fumosorosea no ocasiond una mortalidad significativa
en los adultos, posiblemente por la presencia de su
cuticula dura que actia como una barrera que evita la
germinacion de las blastosporas.

El objetivo de este estudio fue evaluar el hongo I.
fumosorosea como un agente controlador de los
adultos de M. ochroloma cuando estos consumen las
hojas de bok choy (B. rapa, grupo chinensis) tratadas
con el hongo. Se evaluaron cuatro concentraciones de
PFR-97 para determinar el efecto del hongo en la
cantidad de herbivoria de hojas por M. ochroloma.

Materiales y Métodos

Material vegetal. Para cada ensayo se utilizaron 50
plantas de bok choy variedad WinWin. Las plantas
fueron sembradas y mantenidas dentro de un
invernadero hasta el dia en que se inicio el
experimento. Dos semanas después de la siembra, las
plantulas fueron trasplantadas a macetas plasticas de
1.3 L con suelo esterilizado y abono Osmocote Flower
& Vegetable Smart-Release. Las plantas se fertilizaron
cada semana con Miracle Grow 24N-8P-16K (100
ml/maceta). El experimento se realizé con plantas de
28 dias. Cada tratamiento tenia 10 plantas (10
réplicas) por ensayo.

Colonia de insectos. Los adultos de M. ochroloma
fueron colectados en la finca organica “White Rabbit”
ubicada en Vero Beach, Florida. Los escarabajos
fueron colectados sobre los cultivos de col y se
trasladaron al Laboratorio de Contencién e
Investigacion de Control Biologico, Indian River
Research & Education Center, Fort Pierce, Florida,
para empezar una colonia. Los adultos se mantuvieron
en recipientes plasticos de 30 x 20 x 8 cm para
produccion de huevos y fueron alimentados con hojas
de bok choy. Los huevos se colectaron cada dos dias
y fueron colocados en recipientes plasticos de 13 x 13
x 5 cm hasta su eclosion. Las larvas se colectaron
diariamente y se mantuvieron en recipientes plasticos
cilindricos de 15 cm de alto por 10 cm de didmetro y
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se alimentaron con hojas de bok choy. Toda la colonia
fue mantenida en una incubadora a 25°C.

Hongo. Se utilizé la formulacion PFR-97 20% WDG
cepa Apopka 97 al 20% (80% de ingredientes inertes)
de I. fumosorosea en la forma de granulos disecados
comercializada por Certis USA (Columbia, MD).

Disefio experimental. El experimento consistié en dos

ensayos. En el segundo ensayo se obtuvo un nuevo
lote de I. fumosorosea ya que en el primer ensayo la
mortalidad de los escarabajos fue baja, la cual es
evidencia, pero no prueba, que la calidad del lote
usado no fue de alta calidad. Ademas, los conteos de
concentracién y deposicion en el primer ensayo (Tabla
1) fueron mas bajos que los esperados.

Tabla 1. La concentracion inicial de cada suspension (dos conteos) y promedio (x SE) de la deposicién de

blastosporas de Isaria fumosorosea para los dos ensayos.

Concentracion (x 10 inicial de

Concentracién blastosporas/ml

Deposicion de
blastosporas/mm?

(g/100 ml) ler ensayo 2do ensayo ler ensayo 2do ensayo
0.0 0 0 0.0+0.0 0.0+x0.0
0.1 83.9-86.1 413.4 - 438.0 1447+ 1.6 488.5+ 1.6
0.5 543.0 - 561.0 1,468.0 - 1,502.0 176.9+1.0 657.7+1.1
1.0 1,187.6 - 1,201.0 3,598.1 - 3,698.3 3985+1.8 677.4+1.2
2.0 2,256.0 - 2,551.6 7,919.0 - 7,525.0 54.8+2.6 15259+ 0.7
En cada ensayo se evaluaron cuatro diferentes, se rocid el haz y envés de todas las hojas

concentraciones del hongo (0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 ¢g/100
ml) y el control (solo agua destilada). Se pesaron 0.3,
15, 30 y 6.0 g para cada concentracion,
respectivamente, y se mezclaron en 300 ml de agua
destilada. Las soluciones fueron mezcladas en vasos
de precipitado (graduado) de 350 ml con agitadores
magnéticos durante una hora.

La concentracién inicial de blastosporas se
determind con un hemocitometro de Neubauer plastico
desechable (C-Chip DHC-NO1), hubo dos conteos por
suspension. La viabilidad de las blastosporas se
determiné esparciendo 100 pl de cada suspension
sobre un medio de PDA en platos Petri dentro de una
camara de flujo de aire; la camara se desinfecté con
alcohol al 70% para evitar contaminacion con otros
hongos o bacterias. Los platos se sellaron con
Parafilm® (Bemis, Oshkosh, WI) y fueron mantenidos
dentro de una incubadora a 25°C durante 7 dias para
luego contar las unidades formadoras de colonias.

Se escogieron cinco plantas al azar por
tratamiento. Se colocaron cubreobjetos plasticos en el
haz o envés en una hoja por planta para medir la
deposicion final de blastosporas (Figura 1). Se
aplicaron los tratamientos con atomizadores (Figura 2)
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hasta que se moj6é la planta completamente. El
volumen promedio de solucioén aplicado por planta fue
25 ml. Después de que los tratamientos fueron
aplicados a las plantas y de que la solucién se seco,
los cubreobjetos fueron removidos para contar el
numero de blastosporas por milimetro cuadrado. Se
contaron las blastosporas aplicando una gota de
fucsina acida al 1% por cubreobjeto para facilitar la
visualizacién. Se contaron en un area de 2.25 mm?
con el campo visual 400X (0.45 mm de diametro).

Un dia antes de iniciar el experimento, 300 adultos
de M. ochroloma, hembras y machos de 1-2 semanas
de edad, fueron colocados dentro de pequefios frascos
(seis adultos/frasco) sin comida y con bolas de
algodén humedecidas con agua. Se separaron 50
insectos mas en otro contenedor, en caso de que
algunos insectos en los frascos no sobrevivieran.
Después que la solucion aplicada se secd, las plantas
se cubrieron con bolsas plasticas microperforadas, se
introdujeron seis insectos por planta y las bolsas se
aseguraron para evitar que los insectos escaparan
(Figura 3). Las plantas se mantuvieron en el
laboratorio a una temperatura aproximada de 21°C
durante una semana.
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Figuras 1-3. 1) Plantas en macetas con el suelo cubierto por papel, note los cubreobjetos en las hojas. 2)
Rociando con atomizador el haz y envés de las hojas. 3) Plantas en bolsas aseguradas para evitar el escape de
los insectos.
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Al terminar la semana del experimento, se quitaron
cuatro hojas de cada planta, evitando las mas viejas y
las mas nuevas, para medir la herbivoria. Las hojas
fueron fotografiadas y el area consumida fue calculada
con el programa procesador de imagenes digitales
Image J (rsb.info.nih.gov/ij/download.html). El nimero
de escarabajos muertos por planta fue registrado
diariamente por 14 dias. Los escarabajos muertos no
fueron reemplazados con escarabajos vivos.

Andlisis estadistico. Los datos fueron evaluados
mediante andlisis de varianza para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos. Los
promedios fueron comparados usando una prueba de
Tukey-Kramer HSD. Se utiliz6 el software IMP10 (SAS
Institute Inc. 2008) con un nivel de significancia del 5%
para todos los analisis estadisticos.

Resultados y Discusion

Los porcentajes de germinacion de blastosporas
fueron 85 y 90% para el primer y segundo ensayo,
respectivamente. El nimero inicial de blastosporas en
la solucién y el numero de blastosporas por deposicion
en el segundo ensayo fue casi el doble comparadas
con el primer ensayo (Tabla 1). Las diferencias entre
los ensayos se atribuyen a una diferencia entre niveles
de calidad de los dos lotes del producto.

El porcentaje de mortalidad de adultos de M.
ochroloma fue menor de 50% en cada tratamiento y no
existié relacion entre los tratamientos aplicados y la
mortalidad en los adultos de M. ochroloma para el
primer (X°= 4.334; df= 4; P= 0.3627) y segundo (X*=
7.460; df= 4; P= 0.1135) ensayo. Por lo tanto, la
mortalidad de los escarabajos no tuvo un efecto sobre
las diferencias de herbivoria entre tratamientos. La
mortalidad entre todos los tratamientos fue 32.7% en
el primer ensayo y 30.0% en el segundo ensayo.

Las altas concentraciones de |. fumosorosea
tuvieron un efecto en la herbivoria por M. ochroloma
(Figura 4). En el primer ensayo, las plantas aplicadas
con 1.0 y 2.0 ¢g/100 ml sufrieron significativamente
menos dafio que el control (F =2.99; df = 4, 45; P =
0.0283). En el segundo ensayo hubo diferencia
significativa solamente entre el control y el tratamiento
de 2.0 g/100 ml (F = 3.06; df = 4, 45; P = 0.0257). El
control tuvo en promedio 3.7 y 2.0% més dafio en el
primer y segundo ensayo, respectivamente.

En el segundo ensayo hubo menor herbivoria que
en el primer ensayo, para el control y para los

tratamientos. La diferencia pudo deberse a la mayor
germinacion del hongo y la deposicion de esporas que
se obtuvieron (Tabla 1). Segun Elésegui y Elizondo
(2010), la germinacioén y la penetracion de la cuticula
del insecto son eventos claves para lograr la
patogenicidad, es decir que la capacidad patogénica
esta relacionada directamente con la germinacion y
crecimiento del hongo. En estudios bajo condiciones
de laboratorio, los insectos, a medida que se iban
enfermando a causa de los hongos entomopat6genos,
fueron disminuyendo su actividad y el consumo de
alimentos (France et al. 1999, Malpartida et al. 2013).

Hubo una relacion negativa entre la deposicion de
blastosporas y la herbivoria en el segundo ensayo (F=
9.98; df = 1; P= 0.05) (Figura 5B), al igual que en el
estudio de Balusu y Fadamiro (2013), lo que indica que
I. fumosorosea tiene el potencial de reducir la
alimentacion en M. ochroloma de la misma forma que
en Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae)
(Avery et al. 2011) y Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae) (Rogers 2012). En el primer
ensayo (F= 0.99; df = 1; P= 0.39) (Figura 5A), la
aplicacién de 2.0 g/100 ml disminuyé el valor de R
Existe la posibilidad que, al momento de aplicar los 2.0
g/100 ml en el primer ensayo, el atomizador se haya
obstruido lo que pudo haber afectado la cantidad de
esporas y su distribucion en la planta.

Otro factor al que se pueden atribuir las diferencias
entre el primer y segundo ensayo es la variacion
natural. La variacion es un fendmeno natural al repetir
un bioensayo, la respuesta de un grupo de insectos en
un determinado tiempo nunca serd exactamente la
misma a la de otro grupo evaluado al mismo o en
diferente momento. Las variaciones naturales tienden
a complicar la deteccion de ciertas caracteristicas
como la resistencia, calidad y efectos de productos
aplicados en insectos (Robertson et al. 1995).

En el control del segundo ensayo, existid6 la
posibilidad de que la disminucién de consumo se haya
debido a la pérdida de calidad de las plantas. La
pérdida de calidad puede ser atribuida a Ila
caracteristica de produccioén de etileno que poseen las
brasicas. En el segundo ensayo, el suelo fue cubierto
por bolsas plasticas, lo que pudo haber incrementado
la produccién y acumulacién de etileno. Sin embargo,
no se midiod la produccion de etileno de las plantas.

Finalmente, la especie de planta puede influir en el
efecto del hongo sobre la herbivoria. Las brasicas
producen glucosinolatos que son metabolitos
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secundarios precursores de los isotiocianatos que dan
el olor tipico de ellas (Bridges et al. 2002, Villatoro
2011). Los glucosinolatos se sintetizan y almacenan en
las plantas al igual que la enzima mirosinasa, la cual
hidroliza los glucosinolatos convirtiéndolos en
productos biol6gicamente activos cuando el tejido
vegetal se rompe por un dafio mecéanico, por ejemplo,
el dafio por M. ochroloma al alimentarse de la planta
(Bridges et al. 2002, Campas-Baypoli et al. 2009).
Cuando larvas y adultos muerden la hoja, la
mirosinasa es liberada y entra en contacto con los
glucosinolatos para iniciar la sintesis de los
isotiocianatos (Bridges et al. 2002), que poseen
propiedades fungistaticas y actian como un sistema
de proteccion contra patégenos que afectan a las
plantas (Lacey et al. 1999, Zimmermann 2008). Estas
sustancias pueden reducir la sobrevivencia de
blastosporas de I. fumosorosea (Inyang et al. 1999,
Klingen et al. 2002). Por lo tanto, solamente las
concentraciones altas de 1. fumosorosea dejaran
suficiente  blastosporas sobrevivientes para ser
ingeridas por los adultos de M. ochroloma y disminuir

consumen las hojas que han sido aplicadas con |.
fumosorosea, las blastosporas residuales ganan
acceso por la cavidad bucal per os lo cual puede
mejorar la eficacia de los entomopatdgenos para
entrar al hemocele siendo mas rapida que a través de
la penetracion de la cuticula, lo cual resultara en una
reduccion del consumo (Kaya y Vega 2012). Este
efecto de alimentacibn reducida y posterior
comportamiento, han sido observados con otros
escarabajos luego de alimentarse de las hojas, de la
planta hospedera, aplicadas con hongos
entomopatégenos. Por ejemplo, Fargues et al. (1994)
observaron que el consumo, por el escarabajo de la
papa (Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera:
Chrysomelidae)), de hojas de papa aplicadas con B.
bassiana fue significativamente menor comparado con
hojas no tratadas con el hongo. Ademas, el consumo,
por el falso gorgojo de cacahuate (Callosobruchus
maculatus F (Coleptera: Chrysomelidae)), de hojas
tratadas con B. bassiana CPD 3 fue significativamente
menor en los 2 dias consecutivos al tratamiento, y esta
tendencia continu6 hasta el dia 7, cuando todos los

la herbivoria. Ademas, cuando los escarabajos  escarabajos murieron (Ekesi 2001).
a
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Figura 4. Proporcién del area consumida por los adultos de Microtheca ochroloma en dos ensayos con
aplicaciones en bok choy (Brassica rapa, grupo chinensis) de cuatro concentraciones de la formulacion PFR97®
20% WDG (Isaria fumosorosea). Las letras sobre las barras indican diferencias entre los tratamientos mediante la
prueba de Tukey-Kramer HSD. Tratamientos con las mismas letras no son significativamente diferentes.
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Figura 5. Relacion del area foliar consumida de acuerdo al nimero de blastosporas por milimetro cuadrado en el
primer (A) y segundo ensayo (B).
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Otra raz6n de una tasa baja de consumo de los
adultos infectados en este estudio, podria estar
relacionada con una sinergia entre la colonizacién del
hongo y la produccién de toxinas por |. fumosorosea
(Assaf et al. 2005). Una disminuciéon en el consumo
pudo ser mayor si los escarabajos evitaron alimentarse
de las hojas cubiertas con esporas del hongo. Otros
autores han indicado que las blastosporas y conidias
de hongos entomopatdégenos producen metabolitos
bioactivos y enzimas degradadoras de cuticula que
pueden causar una alimentacion evasiva y reducida en
insectos (Avery et al. 2011; Meyling y Pell 2006;
Quesada-Moraga et al. 2006; Ali et al. 2010;
Baverstock et al. 2010). Ali et al. (2010) demostraron
que los filtrados de cultivos que tenian enzimas
degradadoras de cuticula de |. fumosorosea podrian
ser usados potencialmente para reducir el consumo de
P. xylostella. Considerando que las blastosporas de I.
fumosorosea son producidas de manera similar a los
fitrados de los cultivos, los metabolitos bioactivos y
enzimas degradantes de cuticula producidas por |.
fumosorosea pudieron contribuir con la reduccion en el
consumo observado con los adultos de M. ochroloma.

Conclusiones

Se observé una reduccion en la herbivoria por M.
ochroloma en hojas de bok choy aplicadas con
blastosporas de I. fumosorosea. En el primer ensayo
las plantas aplicadas con las concentraciones del.0 y
2.0 g/100 ml sufrieron en promedio 3.7% menos dafio
que el control. Para el segundo ensayo el control tuvo
3.2% més dafio que el tratamiento de 2.0 g/100 ml.
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