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ABSTRACT

A pathogenicity study of 64 Metarhizium anisopliae
var. anisopliae and 70 Beauveria bassiana isolates
against tomato moth Tuta absoluta eggs, was carried
out under laboratory conditions. The first evaluation
was accomplished by spraying suspensions of 107
conidias mL' of each isolate directly on eggs, through
a Potter tower. Mortality and conidia production on
the eggs were significantly higher with the isolates M.
anisopliae Qu-M558 and B. bassiana Qu-B911, Qu-
B912 and Qu-B928. These isolates were newly
evaluated using increasing conidia concentrations (0
to 10% conidia mL') of each of the five selected
isolates. Theisolates Qu-B912 and Qu-M558 produced
the highest mortality percentages based on the area
under mortality progress curve for each concentration,
80 and 60%, respectively.

Key words: biological control, insect pathology,
tomato moth.

RESUMEN

Se realizé un estudio en laboratorio sobre la
patogenicidad de 64 aislamientos de Metarhizium
anisopliae var. anisopliaey 70 de Beauveria bassiana,
en huevos de polilla del tomate Tuta absoluta. La
primera evaluacion se realizd por aplicacion directa
de suspensiones de 107 conidias mL!' para cada
aislamiento, con el sistema de pulverizacion de la
torre de Potter. La mortalidad y esporulacion sobre
huevos fueron significativamente mayores con los
aislamientos M. anisopliae Qu-M558 y B. bassiana
Qu-B911, Qu-B912 y Qu-B928. Estos aislamientos
fueron evaluados nuevamente en suspensiones
crecientes de 0 a 10® conidias mL-'. Los aislamientos
Qu-M558 y Qu-B912, produjeron los mayores
porcentajes de mortalidad sobre la base del calculo del
area bajo la curva del progreso de mortalidad de
huevos, 80 y 60%, respectivamente.

Palabras clave: control biologico, polilla del
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INTRODUCCION

En el desarrollo del control biolégico, los hongos
entomopatoégenos son los primeros agentes bio-
légicos en ser utilizados como control de plagas.
Estos microorganismos pueden infectar a los in-
sectos directamente, a través de la penetracion de
la cuticula, y ejercen multiples mecanismos de
accion, confiriéndoles una alta capacidad para
evitar que el hospedero desarrolle resistencia
(Samson et al., 1988; Alves, 1998).

Mas de 90 géneros y 700 especies, incluyendo
subespecies, patotipos, cepas y aislamientos de
hongos, son conocidos por afectar los insectos
(Bielikova et al., 2002). Las especies mas estu-
diadas y utilizadas en el mundo corresponden a
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. y Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok, evaluandose en di-
versos ordenes de insectos, incluyendo plagas de
lepidopteros de importancia econémica presen-
tes en Chile, como: Phthorimaea operculella,
Pieris brassicae, Dalaca pallens y Rhyacionia
buoliana (Hafez et al., 1994; Thomsen y Eilen-
berg, 2000; Cisternas ef al., 2002; Gerding ef al.,
2002).

En plagas como la polilla del tomate, Tuta abso-
luta (Meyrick), el control de larvas se ve dificul-
tado porque se alimentan del mesoéfilo de las
hojas o penetran en los frutos, quedando protegi-
das de la accion de patogenos (Larrain, 1992).
Una alternativa a este problema es el control de
los huevos, los que son ovipuestos sobre la epi-
dermis de hojas, tallos y frutos de la planta
(Larrain, 1992), quedando expuestos a la accion
de enemigos naturales. Ademas, su control evita
la eclosion de larvas y el dafio provocado en las
plantas.

De acuerdo a lo anterior, se realizé un estudio en
laboratorio para evaluar la patogenicidad de
134 aislamientos de los hongos entomopatoge-
nos (HEP) Metarhizium anisopliae y Beauve-
ria bassiana, pertenecientes a la coleccion del
Instituto Nacional de Investigaciones Agrope-
cuarias (INIA), Centro Regional de Investiga-
cion (CRI) Quilamapu, sobre huevos de la po-
lilla del tomate Tuta absoluta, de manera de
establecer una estrategia de control alternativa
a las ya existentes.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de huevos

Las crianzas artificiales de polillas utilizadas en
este estudio se realizaron en los laboratorios de
entomologia del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INTA), Centro Regional de In-
vestigacion (CRI) Quilamapu, Chillan. Adultos
de T. absoluta se mantuvieron en jaulas cubiertas
con malla antidfido, usando como sustrato para la
ovipostura hojas de tomate (Lycopersicon escu-
lentum) con los peciolos inmersos en agua desti-
lada para mantener su turgencia (Rodrigues et al.,
1999).

Origen del indéculo

Los aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana
provinieron de la coleccién de HEP perteneciente
al Programa de Control Biologico del CRI Quila-
mapu de INIA, y de una colecta de suelos realiza-
da en lugares poco intervenidos y aledafios a
huertos comerciales de tomate de la zona de
Quillota, V Region (32°56° lat. Sur; 71°14° long.
Oeste). Para extraer hongos desde las muestras de
suelo se utilizo el método del cebado descrito por
Goettel e Inglish (1997), utilizando larvas de la
polilla de la cera (Galleria melonella L.).

Los aislamientos utilizados se produjeron me-
diante siembras en placas Petri, con agar papa
dextrosa, y se incubaron a 25°C hasta la esporu-
lacion del hongo. Las conidias se cosecharon
desde la superficie del cultivo, realizando una
suspension en agua destilada estéril mas 1% de
humectante Tween 80 al 0,1%, y se llevaron a un
agitador mecanico para disgregar las conidias. La
concentracion de conidias se determind utilizan-
do una camara de recuento Neubauer (Boeco,
Neubauer, Germany).

Pruebas de patogenicidad

Huevos colectados de las crianzas se traspasaron
con una aguja humedecida a foliolos de tomate
desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,05%
por 1 min y posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril. Para evitar la deshidratacion, el
apice basal del foliolo se envolvid con algodon
hidréfilo humedecido con agua destilada. Sobre
cada foliolo se colocaron 10 huevos de 7. absolu-
ta. El indculo consisti6é de una suspension de 107
conidias mL!, aplicada sobre los huevos median-
te una torre de pulverizacion Potter. Como control
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se utilizaron huevos tratados con una solucion de
agua destilada con Tween 80. Los huevos inocula-
dos se incubaron junto con las hojas en placas Petri
y se mantuvieron a 20°C con ciclos de 12 h de luz
y oscuridad.

El diseflo experimental utilizado fue completamen-
te al azar con 134 aislamientos (70 B. bassiana 'y 64
M. anisopliae) con dos repeticiones por aislamien-
to, utilizando 10 huevos como unidad experimental.
La emergencia de larvas y la micosis sobre los
huevos se evaluaron diariamente desde el primer
dia de tratados. Los huevos sin eclosion de larvas se
trasladaron a cdmaras hiimedas y se incubaron a
20°C para observar el posible desarrollo de micelio
y conidias.

Los resultados obtenidos se compararon utilizando
test de Chi cuadrado multiple sobre tablas de con-
tingencia de 2 x 2 (Gomez y Gomez, 1984), en base
a la hipdtesis que la proporcion de huevos muertos
vs. huevos vivos es igual para cada tratamiento.

Seleccion del aislamiento

Del ensayo anterior se seleccionaron los aislamien-
tos Qu-M558 de M. anisopliae y Qu-B911, Qu-
B912 y Qu-B928 de B. bassiana, que produjeron
los mayores porcentajes de mortalidad y esporula-
cién sobre los huevos, y ademas fueron estadisti-
camente diferentes al testigo de acuerdo al test de
Chi cuadrado (P <0,05). Siguiendo la metodologia
descrita previamente, estos aislamientos se cultiva-
ron y con las conidias cosechadas se realizaron
suspensiones de: 10° 10% 107y 108 conidias mL"!,
las que se aplicaron sobre huevos de 7. absoluta
mediante el sistema de pulverizacion Potter. Como
control se utilizaron huevos tratados con agua des-
tilada mas Tween 80. Los huevos inoculados se
incubaron en placas, sobre foliolos desinfectados
de tomate y se mantuvieron a 20°C. Aligual que en
el experimento anterior, la eclosion de larvas se
registr6 diariamente, y los huevos muertos se incu-
baron en cdmaras humedas a 20°C para observar
sintomas de micosis.

El diseflo experimental utilizado fue completamen-
te al azar, con 20 tratamientos y cinco repeticiones;
la unidad experimental consisti6é en 10 huevos.

La evaluacion del porcentaje de mortalidad, a dis-
tintas concentraciones de inoculo, se realizoé el dia
10 postinoculacién, ya que ese dia se alcanzo el

100% de emergencia de larvas en el tratamiento
testigo. Las curvas de mortalidad de huevos, inocu-
lados con Qu-M558, Qu-B911, Qu-912 y Qu-B928,
se expresaron como porcentaje de mortalidad a
distintas concentraciones de cada aislamiento. Para
cada aislamiento se calcul6 el rea bajo la curva del
progreso de la mortalidad para cada repeticion, las
que se sometieron a andlisis de varianza y separa-
ciéon de media mediante la prueba de Tukey (Gomez
y Gomez, 1984).

La curva de mortalidad a diferentes concentracio-
nes de los dos aislamientos significativamente
mas patogénicos se ajustd a una curva sigmoidea,
la que se comprobd con la prueba de chi-cuadrado
para bondad de ajuste. Esta curva posteriormente
se linearizé mediante transformacién probit, asu-
miéndose normalidad, con el fin de calcular la
concentracion letal del 50% de la poblacion (CL, ),
a través de su ecuacion de regresion (Alves et al.,
1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintomatologia. Los huevos inoculados presenta-
ron inicialmente tonalidad oscura y deshidratacion
visible a los cuatro dias postinoculacion; esto pudo
deberse a la degradacidon enzimatica del corion que
estd compuesto principalmente por proteinas, lipi-
dos y polisacaridos (Trougakos y Margaritis, 2002)
y a la accion de toxinas como las beauvericinas
producidas por B. bassiana y las destruxinas produ-
cidas por M. anisopliae, las que causan ademas
perturbacion en la metamorfosis y en los mecanis-
mos de defensa (Azevedo, 1998). Luego de los
sintomas iniciales, se produjo el desarrollo de mice-
lio blanquecino del hongo, en las zonas medias y
apical del huevo. Finalmente ocurrid la emision de
esporas, de color blanco en los huevos parasitados
por B. bassiana 'y color verde en los huevos parasi-
tados por M. anisopliae.

Pruebas de patogenicidad. A pesar que todos los
aislamientos utilizados pertenecian a B. bassiana o
M. anisopliae, y que fueron aplicados en iguales
dosis y condiciones ambientales, se apreciaron di-
ferencias en mortalidad y esporulacion. Sin embar-
go, el principal criterio para seleccionar los aisla-
mientos fue la esporulacion, ya que permitid res-
tringir el rango de aislamientos capaces de causar
una elevada mortalidad sobre los huevos (Figuras 1

y 2).
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Figura 1. Mortalidad y esporulacién de huevos de Tuta absoluta; 1os nimeros identifican los diferentes aislamientos

de Beauveria bassiana (Qu-B).

Figure 1. Mortality and esporulation on Tuta absoluta eggs; numbers identify the different Beauveria bassiana

isolates (Qu-B).

*Indica diferencias significativas en cuanto a mortalidad y esporulacion, de acuerdo al test de Chi cuadrado multiple (P < 0,05).

De los 70 aislamientos de B. bassiana, s6lo 10
causaron mortalidad igual o superior al 50% de los
huevos, y sélo tres presentaron la mas alta esporu-
laciéon de la prueba (60%) (Qu-B911, Qu-B912 y
Qu-B928) siendo, ademas, estadisticamente dife-
rentes al testigo (P = 0,0034). Del total de aisla-
mientos probados sélo cinco no causaron mortali-
dad de huevos (Figura 1).

En el caso de los 66 aislamientos de M. anisopliae,
53 presentaron algtin grado de mortalidad en hue-
vosde T. absoluta, de los cuales cuatro causaron del
orden del 80 a 90% de mortalidad, pero no produje-
ron esporas sobre los huevos, siendo por tanto
descartados para pruebas posteriores. Solamente
uno logré el mas alto porcentaje de mortalidad y
esporulacion (60%) (Qu-M558), y ademas estadis-
ticamente diferente al testigo (P =0,0033). S6lo 12
aislamientos no provocaron mortalidad de huevos,
al igual que el testigo (Figura 2).

En la mayoria de los aislamientos evaluados, se
observd que no hubo una relacidon directamente
proporcional entre los porcentajes de huevos muer-
tos y los porcentajes de esporulacion sobre ellos,
observandose en algunos casos una alta mortalidad
de huevos pero baja esporulacion. Diversas razones
pueden explicar lareducida esporulacion, tales como
baja temperatura y humedad relativa en el ambiente

de incubacion de los huevos muertos, falta de nu-
trientes o factores esenciales para el desarrollo de
las esporas (Gottwald y Tedders, 1984; Tanada y
Kaya, 1993), o la presencia de sustancias alcaloides
que pueden colocar las hembras sobre o dentro de
los huevos, para protegerlos contra el ataque de
depredadores, parasitoides y microorganismos pa-
tégenos (Rupert y Kellner, 2002). Las diferencias
en los grados de virulencia de cepas pertenecientes
aunamisma especie de hongo, se pueden deber a las
variaciones genéticas dadas por la especializacion
hacia un determinado hospedero y por la distribu-
cidn geografica de las cepas (Alves, 1998; Coates et
al., 2002).

La capacidad de esporulacion del hongo sobre su
hospedero es fundamental para la diseminacion de
la enfermedad en condiciones de campo, esto per-
mite reinfestaciones a partir de insectos parasitados
(Gottwald y Tedders, 1984). De acuerdo a esto y a
los resultados obtenidos, se seleccionaron los aisla-
mientos Qu-B911, Qu-B912, Qu-B928 de B. bas-
siana'y Qu-M558 de M. anisopliae var. anisopliae,
como los mas promisorios para el control de huevos
de la plaga.

Seleccion de aislamientos. Los mayores porcenta-
jes de mortalidad y esporulacion (60 y 80%) se
lograron a la dosis de 10% conidias mL™! de los
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Figura 2. Mortalidad y esporulacién de huevos de Tuta absoluta; los nimeros indican los diferentes aislamientos

de Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Qu-M)

Figure 2. Mortality and esporulation of Tuta absoluta eggs; the numbers indicate the different Metarhizium
anisopliae var. anisopliae isolates (Qu-M).

* Indica diferencias significativas en cuanto a mortalidad y esporulacion, de acuerdo al test de Chi cuadrado multiple (P < 0,05).
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Figura 3. Mortalidad de huevos de Tuta absoluta, inoculados con diferentes concentraciones de los aislamientos
Qu-B911, Qu-B912 y Qu-B928 de Beauveria bassiana' y Qu-M558 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Figure 3. Mortality of Tuta absoluta eggs, inoculated with different concentrations of Qu-B911, Qu-B912 and Qu-
B928 isolates of Beauveria bassiana and Qu-M558 of Metarhizium anisopliae var. anisopliae.

Letras diferentes al final de cada curva indica diferencias estadisticas del area bajo la curva del progreso de la mortalidad, de acuerdo
a la prueba de Tukey (P < 0,05).

aislamientos Qu-B912 y Qu-MS558, respectiva- no se observaron diferencias estadisticas entre
mente. La concentracion menos efectiva fue de 10° Qu-B912 y Qu-M558, ambas superaron el 60% de
conidias mL! para todos los aislamientos. Al com- mortalidad a la maxima concentracion. Sin em-

parar el area bajo la curva de mortalidad de huevos bargo, si fueron diferentes estadisticamente a
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Figura 4. Regresion probit para la curva de mortalidad de huevos de Tuta absoluta inoculados con distintas
concentraciones de los aislamientos Qu-B912 de Beauveria bassiana'y Qu-M558 de Metarhizium anisopliae var.

anisopliae.

Figure 4. Probit regression for the mortality curve of Tuta absoluta eggs, inoculated with different concentrations
of Beauveria bassiana (Qu-B912) and Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Qu-MS558) isolates.

Qu-B911 y Qu-928 (< 40%), las que no mostraron
diferencias entre ellas (P < 0,05) (Figura 3).

La curva de mortalidad de huevos a diferentes
concentraciones de los aislamientos Qu-B912 y
Qu-M558 se ajustd a una sigmoidea (P < 0,01).
Luego de la transformacion probit, la ecuacion
de la recta para Qu-B912 fue: y=0,317x + 2,54
(R?=0,82) y para Qu-M558: y = 0,991x + 0,981
(R*=0,85) (Figura 4).

LaCL, parael control de huevos con el aislamien-
to Qu-M558 fue 1098 %44 conidias mL-!, en tanto
que para el aislamiento Qu-B912 este valor fue de
1078 023 conidias mL! (P < 0,05).

Las diferencias en las concentraciones de indculo
necesarias para eliminar el 50% de huevos entre
ambos aislamientos se pueden explicar si se consi-
dera que la temperatura de incubacion utilizada en
los ensayos (20°C) favorecio mas el desarrollo de
M. anisopliae que de B. bassiana. Glare (1992) y
Alves (1998) sefialan que las temperaturas 6ptimas
para el crecimiento de Metarhizium varia entre 20 a
30°C, y para Beauveria de 23 a 28°C. De acuerdo a
esto, a temperaturas superiores a las utilizadas se
podrian esperar mayores tasas de mortalidad o bien
obtener una menor concentraciéon de esporas para
matar el 50% de huevos. Esto es considerado impor-

tante, no sélo desde el punto de vista patogénico,
sino que también productivo, ya que una cepa que
cause una alta mortalidad a bajas concentraciones
de esporas es mas econdmica para su produccion
masiva (Butt y Goettel, 2000).

Tanada y Kaya (1993) mencionan que durante el
ciclo de vida de un insecto, las larvas y adultos son
mas susceptibles al ataque por entomopatéogenos
que los huevos y pupas. Sin embargo, existen
reportes que indican a M. anisopliae como poten-
cial patégeno de huevos de insectos, tales como
Diabrotica undecimpunctata (Coleoptera: Chry-
somelidae) y Blissus antillus (Hemiptera: Lygaei-
dae) (Tallamy et al., 1998; Coracini y Samuels,
2002). Rupert y Kellner (2002) sefialan que la
susceptibilidad de los huevos al ataque de patdge-
nos se debe a que éstos estan inmoviles, y los
recursos nutricionales que abastecen a las larvas
neonatas hasta su eclosion, son también un buen
sustrato para microorganismos.

A pesar de ello, el uso de B. bassiana y de M.
anisopliae para controlar huevos de 7. absoluta no
ha sido reportado, probablemente porque su control
se ha realizado mediante la integracién de otros
organismos como los parasitoides de huevos del
género Trichogramma o bacterias larvicidas como
Bacillus thuringiensis (Theoduloz et al., 1997; Pra-
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tissoli y Parra, 2000). El establecimiento de un
sistema de control de 7. absoluta con hongos ento-
mopatdgenos, podria complementarse al control
que ejercen estos organismos en la actualidad, y
reducir los problemas de resistencia y acumulacion
de residuos por uso indiscriminado de insecticidas.

CONCLUSIONES

Existen aislamientos de B. bassianay M. anisopliae
nativos patogénicos para huevos de Tuta absoluta,
asi como una variabilidad en la susceptibilidad de

éstos a los diferentes aislamientos de hongos. Los
aislamientos mas patogénicos para el control de
huevos de esta plaga correspondieron a Qu-B912 de
la especie Beauveria bassiana y Qu-M558 de Me-
tarhizium anisopliae, con los que se alcanzaron
porcentajes de mortalidad y esporulacion del orden
de 60 a 80%, respectivamente. La capacidad pato-
génica de estos aislamientos hacia huevos de T.
absoluta, permite considerar a los hongos entomo-
patdégenos como una nueva alternativa de control
para esta plaga.
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