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RESUMEN
Con la finalidad de proponer alternativas para el control quimico de Bradysia
impatiens; el objetivo de ésta tesis fue: evaluar conidios, enzimas y metabolitos
de Beauveria bassiana como control de B. impatiens. Los resultados en
laboratorio fueron: los conidios tuvieron una actividad insecticida (31.1% de
mortalidad corregida), la actividad de las enzimas es nula. Los metabolitos a los
20 dias tuvieron efecto insectistatico, el cual se expresa en la malformacién de
adultos, pupas y una mortalidad de 47.5%. Al fraccionar los metabolitos de B.
bassiana se encontré que tienen un efecto insecticida e insectistatico,
ocasionando una mortalidad de 76-92%. En el invernadero, los resultados del
bioensayo en plantulas de ocote (Pinus montezumae) fueron: los conidios,
metabolitos 500 y 1000 ppm, ofrecen una proteccion hasta por 60 dias de 99.5,
97.5 y 100% respectivamente. El estudio del tracto digestivo en larvas de B.
impatiens mostré6 que se divide en estomodeo, mesenteron y proctodeo; no
presentan buche; el intestino medio estd compuesto por células columnares,
regenerativas y endocrinas; tienen dos ciegos gastricos; la membrana peritréfica
es permeable a moléculas de 150 kDa; posee un gradiente de pH que va de
alcalino-neutro, ademas tiene un mecanismo de recirculacidbn que mejora la
digestion. Las caracteristicas morfofisiolégicas de B. impatiens confirman su
adaptacién como detritivoros. En conclusién, los conidios y metabolitos de bajo
peso molecular de B. bassiana son una alternativa para la prevencién y control de

poblaciones de B. imaptiens.

Palabras clave: efecto insecticida; efecto insectistatico, Bradysia impatiens;

Beauveria bassiana; conidios; metabolitos.



Abstract

In order to have alternatives to the chemical control of Bradysia impatiens. The
objective of this thesis was: to evaluate conidia, enzymes and metabolites of
Beauveria bassiana as a control of B. impatiens. The results in the laboratory
were: the conidia had an insecticidal activity (31.1% of corrected mortality), the
activity of the enzymes is null. The metabolites at 20 days had an insectistatic
effect, which is expressed in the malformation of adults, pupae and a mortality of
47.5%. When fractionating the metabolites of B. bassiana it was documented that
they have an insecticidal and insectistatic effect, causing a mortality of 76-92%.
The results of the bioassay in greenhouse and ocote seedlings (Pinus
montezumae) were: the conidia, metabolites 500 and 1000 ppm, offer protection
for up to 60 days of 99.5, 97.5 and 100% respectively. The study of the digestive
tract in B. impatiens larvae revealed that it is divided into stomodeum, mesenteron
and proctodeum; The larvae do not present crop; the midgut is composed of
columnar, regenerative and endocrine cells; they have two gastric caeca; the
peritrophic membrane is permeable to 150 kDa molecules; It has a pH gradient
that goes from alkaline-neutral, it also has a recirculation mechanism that
improves digestion. The morphophysiological characteristics of B. impatiens
confirm their adaptation as detritivores. In conclusion, conidia and low molecular
weight metabolites of B. bassiana are an alternative for the prevention and control
of populations of B. imaptiens.

Keywords: insecticidal effect; Insectistatic effect; Bradysia impatiens; Beauveria

bassiana; conidia; metabolites.
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1. INTRODUCCION

En México, la Comisién Nacional Forestal (CONAFOR) tiene como objetivo
la restauracion de un millén de hectareas durante el periodo 2013-2018, con una
meta anual de 170 mil hectareas, en total se plantaran un promedio de 180 millones
de plantas. Para cubrir la demanda de planta, la produccidn en viveros forestales se
realiza con sistemas intensivos de produccion; sin embargo, estos procesos de
produccién también han favorecido el desarrollo de plagas que en muchos casos
dificulta su control, tal es el caso del mosco fungoso negro Bradysia impatiens
Johannsen, 1912 (Diptera: Sciaridae). Las larvas de este insecto se alimentan de
hongos, algas, materia organica en descomposicién, raices y semillas carnosas
(Cibrian et al., 2008; Cloyd, 2015; Marin-Cruz et al., 2015a;). Las plantas dafadas
por B. impatiens presentan sintomas de pérdida de vigor, marchitez,
desprendimiento de hojas, escaso crecimiento y amarillamiento de follaje (Marin-
Cruz et al.,, 2015b), y en infestaciones severas ocasionan la muerte de la planta.
Ademas, las larvas y adultos de B. impatiens pueden ser vectores de hongos
fitopatégenos (Braun et al., 2009; Cloyd, 2015; Hurley et al., 2007; Marin-Cruz et al.,
2015a). En México, B. impatiens llega a causar pérdidas de hasta el 30% de
plantulas en viveros forestales (Marin-Cruz et al., 2015a, b); el control de B.
impatiens se hace mediante la aplicacidén de insecticidas quimicos (Marin-Cruz, et
al., 2015a; Cibrian, 2008), sin embargo, algunas poblaciones son resistentes a éstos
productos (Cloyd, 2015; Marin-Cruz et al., 2015b).

En los viveros forestales, el manejo de plagas de insectiles se debe realizar

desde una visién sustentable para reducir los efectos negativos. Una alternativa son



los hongos entomopatégenos (HE) como agentes de control biolégico y sus
metabolitos (Sanchez-Pérez et al., 2014). Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
(Ascomycota: Hypocreales) es un HE de distribucion cosmopolita que ataca
diversos ordenes de insectos (Lozano-Tovar et al., 2013; Zibaee et al., 2011). Este
HE produce metabolitos de bajo peso molecular que tienen propiedades insecticidas
e importantes aplicaciones en la biotecnologia (Sanchez-Pérez et al., 2014), entre
los que se encuentran bassiandlidos, bassiacridina, bassianina, beauvericina,
beauverolidos y tenellin (Quesada-Moraga and Vey, 2004). Existen estudios sobre
el efecto de B. bassiana en insectos del orden Diptera, como Musca domestica L.
(Muscidae), Ceratitis capitata Wiedemann (Tephritidae) y Aedes aegypti L.
(Culicidae) (Acharya et al., 2015; Lozano-Tovar et al., 2013). Sin embargo, en B.
impateins no se han realizado estudios de B. bassiana como alternativa de control.
Por tal motivo, el conocer el potencial de B. bassiana como alternativa de control
del mosco fungoso negro es de gran interés.

A pesar de la importancia agronémica de B. impateins como plaga, no existen
estudios detallados sobre el tracto digestivo de las larvas. No obstante, en los
insectos el intestino es un érgano esencial para el crecimiento, desarrollo y estado
nutricional, ya que puede afectar los subsiguientes estados de desarrollo (Chapman
1998).

Por lo tanto, este proyecto de investigacién doctoral evalué en laboratorio el
potencial de conidos, enzimas y metabolitos de B. bassiana producidos mediante
fermentacién sélida, como control de larvas de tercer-cuarto estadio de B. impatiens.
Posteriormente, por medio de un tamizado molecular se fraccionaron los

metabolitos y se suministraron en la dieta de B. impatiens para cuantificar su efecto
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insecticida e insectistatico. Para determinar el dafo que ocasionan los metabolitos
en el tracto digetivo de B. impatiens, se realizaron cortes histolégicos en larvas de
cuarto estadio sanas y con tratamiento. Por ultimo, los metabolitos y conidios fueron
evaludos en invernadero en plantulas de ocote (Pinus montezumae), para definir el

grado y tiempo de proteccidén que ofrecen, asi como la mejor dosis de aplicacion.



2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de conidios, enzimas y los metabolitos de Beauveria bassiana

como control y manejo de Bradysia impatiens de (mosco fungoso negro).

2.1. Objetivos especificos
1. Determinar la accién patogénica de los conidios y enzimas de Beauveria
bassiana, en larvas de Bradysia impatiens.
2. Determinar si los metabolitos secundarios de bajo peso molecular de B. bassiana
tienen accidn insecticida en larvas de Bradysia impatiens.
3. Evaluar la susceptibilidad de larvas de Bradysia impatiens en laboratorio y en
inverandero a los conidios, extracto enzimatico y metabolitos secundarios de
Beauveria bassiana.
4. Establecer la dosis letal de conidios, enzimas y metabolitos secundarios para el
control biolégico de larvas de Bradysia impatiens, en plantulas de Pinus
montezumae.
5. Conocer el tiempo que permanecen activos los conidios, metabolitos y el extracto
de Beauveria bassiana, para la determinacion del numero de aplicaciones.
6. Determinar la histopatologia del intestino de Bradysia impatiens después de

alimentarse de harina de papa tratadas con metabolitos de Beauveria bassiana.
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Abstract

Introduction: Bradysia impatiens causes significant losses in nurseries and greenhouses in Mexico.
Objective: The insecticidal and insectistatic effect of Beauveria bassiana was evaluated on B, impatiens,
Materials and methods: The insecticidal and insectistatic effect of conidia (107 conidia-mL"), enzymes
(10 000 ppmy), metabolites (10 000 ppm) and crude extract of B, bassiana were evaluated at 8 and 20 days.
Corrected mortality data of larvae and pupae of B. impatiens and relative emergence of adults, transformed
with the arcsine function, in an analysis of variance and comparison of Tukey's means (P < 0.05).
Results and discussion: At day 8, conidia had the highest insecticidal activity with 31.1 % of’
corrected mortality, and zero enzymes activity. At 20 days, treatments of metabolites and conidia
had the greatest effect on mortality, 47.5 and 42,1 %, respectively. These treatments had the highest
insectistatic activity. The emergence of adults at 20 days was lower with conidia (6 %), while with
the enzymes it was 100 %. Metabolites caused that 65 % of adults had malformations.
Conclusions: Metabolites and conidia of B, bassiana could be used for the control of larvae and
pupae of B. impatiens.

Resumen

Introduccion: Bradysia impatiens causa pérdidas significativas en viveros e invernaderos de México.
Objetivo: El efecto insecticida e insectistitico de Beauveria bassiana se evalu6 sobre B. impatiens.
Materiales y métodos: El efecto insecticida e insectistdtico de conidios (107 conidios-mL"), enzimas
(10 000 ppm), metabolitos (10 000 ppm) y extracto crudo de B. bassiana se evalud a los 8 y 20 dias.
Los datos de mortalidad corregida de larvas y pupas de B. impatiens y emergencia relativa de adultos,
translormados con la funcion arcoseno, se sometieron a un andlisis de varianza y comparacion de
medias de Tukey (P < 0.05).

Resultados y discusion: En el dia 8, los conidios tuvieron la mayor actividad insecticida con 31.1 %
de mortalidad corregida, mientras que la actividad de las enzimas fue nula. A los 20 dias, los
tratamientos de metabolitos y conidios tuvieron el mayor efecto en la mortalidad, 47.5 y 42.1 %,
respectivamente, Dichos tratamientos tuvieron la mayor actividad insectistitica. La emergencia de
adultos a los 20 dias fue menor con los conidios (6 %), mientras que con las enzimas fue de 100 %.
Los metabolitos provocaron que 65 % de los adultos mostraran malformaciones.

Conclusion: Los metabolitos y conidios de B, bassiana podrian emplearse para el control de larvas
¥y pupas de B. impatiens.
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Introduction

In Mexico, the Bradysia impatiens Johannsen (Diptera:
Sciaridae) fungus gnats is considered a pest with
forest and agricultural importance for nurseries and
greenhouses in the center of the country, especially
for the production of seedlings (Cibridn, Garcia, &
Don Juan, 2008; Marin-Cruz, Cibridn-Tovar, Méndez-
Montiel, Pérez-Vera, & Cadena-Meneses, 2015a). Bradysia
impatiens larvae feed on decaying organic matter, fungi
and roots (Mohrig & Menzel, 2009). The root, being
damaged, is exposed to the entry of pathogenic fungi,
and larvae may carry spores of them (Shamshad, Clift,
& Mansfield, 2009).

It has been reported that B. impatiens damages roots
and bulbs, mainly in greenhouses and nurseries,
ornamental, from vegetables and in gardens (Marin-
Cruz et al., 2015a). The control is carried out by means
of organosynthetic insecticides, growth regulators and
biopesticides; however, some populations of B. impatiens
are resistant to chemical treatments (Marin-Cruz et al.,
2015a). An alternative is the use of entomopathogenic
fungi (EF), which are found in the environment and
have potential as insect controllers, causing fungal
infections in arthropods (Motta-Delgado & Murcia-
Ordoifiez, 2011).

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Ascomycota:
Hypocreales) is an EF with cosmopolitan distribution
that attacks different orders of insects (Lozano-
Tovar, Ortiz-Urquiza, Garrido-Jurado, Trapero-Casa,
& Quesada-Moraga, 2013; Zibaee, Bandani, Talaei-
Hassanlouei, & Malagoli, 2011).The fungus infects
insects from the order Diptera and has effective
control of Musca domestica Linnaeus (Muscidae), Ceratitis
capitata Wiedemann (Tephritidae) and Aedes aegypti
Linnaeus (Culicidae) (Acharya, Seliga, Rojotte, Jenkins,
& Matthew, 2015; Lozano-Tovar et al., 2013).

The fungus B. bassiana produces secondary metabolites
that have insecticidal properties and important
applications in biotechnology (Sanchez-Pérez, Barranco-
Florido, Rodriguez-Navarro, Cervantes-Mayagoitia,
& Ramos-Lopez, 2014), including bassianolides,
bassiacriin, bassianin, beauvericin, beauverolides and
tenellin (Quesada-Moraga & Vey, 2004). Bassianolide
affects populations of Lepidoptera such as Galleria
mellonella Linnaeus (Pyralidae), Helicoverpa zea Boddie
(Noctuidae) and Spodoptera exigua Hiibner (Noctuidae)
(Xu et al., 2009). The bassiacridin injected into Locusta
migrant Linnaeus (Orthoptera: Acrididae) causes
alterations in the epithelial cells of the trachea and
displacement of the integument (Quesada-Moraga &
Vey, 2004). Secondary metabolites of B. bassiana disrupt
the mechanisms of the insect’s immune system,
allowing the fungus to invade and Kkill its host (Zibaee
et al., 2011).

Introduccién

En México, el mosco fungoso Bradysia impatiens
Johannsen (Diptera: Sciaridae) se considera una plaga de
importancia forestal y agricola en viveros e invernaderos
del centro del pais, sobre todo en la produccién de
plantulas (Cibridn, Garcia, & Don Juan, 2008; Marin-
Cruz, Cibridin-Tovar, Méndez-Montiel, Pérez-Vera, &
Cadena-Meneses, 2015a). Las larvas de B. impatiens se
alimentan de materia orgdnica en descomposicion,
hongos y raices (Mohrig & Menzel, 2009). La raiz, al
ser danada, queda expuesta a la entrada de hongos
patégenos, y las larvas pueden llevar esporas de los
mismos (Shamshad, Clift, & Mansfield, 2009).

Se ha reportado que B. impatiens dafia raices y bulbos,
principalmente en invernaderos y viveros forestales,
ornamentales, de hortalizas y en jardines (Marin-
Cruz et al.,, 2015a). El control se hace por medio
de insecticidas organosintéticos, reguladores de
crecimiento y bioplaguicidas; sin embargo, algunas
poblaciones de B. impatiens son resistentes a los
tratamientos quimicos (Marin-Cruz et al., 2015a). Una
alternativa es el uso de hongos entomopatégenos (HE),
los cuales se encuentran en el medio ambiente y tienen
potencial como controladores de insectos, provocando
infecciones fungosas en artrépodos (Motta-Delgado &
Murcia-Ordoiiez, 2011).

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Ascomycota:
Hypocreales) es un HE de distribucién cosmopolita que
ataca diversas 6rdenes de insectos (Lozano-Tovar, Ortiz-
Urquiza, Garrido-Jurado, Trapero-Casa, & Quesada-
Moraga, 2013; Zibaee, Bandani, Talaei-Hassanlouei, &
Malagoli, 2011). El hongo infecta insectos del orden
Diptera y controla Musca domestica Linnaeus (Muscidae),
Ceratitis capitata Wiedemann (Tephritidae) y Aedes aegypti
Linnaeus (Culicidae) de manera efectiva (Acharya,
Seliga, Rojotte, Jenkins, & Matthew, 2015; Lozano-Tovar
et al., 2013).

El hongo B. bassiana produce metabolitos secundarios
que tienen propiedades insecticidas e importantes
aplicaciones en la Dbiotecnologia (Sdnchez-Pérez,
Barranco-Florido, Rodriguez-Navarro, Cervantes-
Mayagoitia, & Ramos-Lopez, 2014), entre los que se
encuentran bassianolidos, bassiacridin, bassianina,
beauvericina, beauverolidos y tenellin (Quesada-
Moraga & Vey, 2004). El bassiandlido afecta poblaciones
de lepidépteros como Galleria mellonella Linnaeus
(Pyralidae), Helicoverpa zea Boddie (Noctuidae) y
Spodoptera exigua Hiibner (Noctuidae) (Xu et al.,
2009). La bassiacridina inyectada en Locusta migratoria
Linnaeus (Orthoptera: Acrididae) causa alteraciones en
las células epiteliales de la triquea y desplazamiento
del integumento (Quesada-Moraga & Vey, 2004). Los
metabolitos secundarios de B. bassiana inhabilitan
los mecanismos del sistema inmune del insecto,
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The present study evaluated the insecticidal and
insectistatic potential of strain 11 B. bassiana using
conidia, crude extract (CE) and lyophilized (enzymes
and metabolites) in third instar larvae of B. impatiens.

Materials and methods
Biological material

Collection and breeding of B. impatiens insects

In the forest nursery of Temamatla, Estado de México,
larvae and adult B. impatiens were collected from 200
seedlings of Pinus montezumae (Lamb) (Pinales: Pinaceae)
during November 2014. B. impatiens adults were collected
using a bee vacuum pump and larvae were collected with

a brush directly from the root and growth substrate of

the pine.

The insects collected were taken to the insectarium
laboratory of the Universidad Auténoma Metropolitana,
Unidad Xochimilco (UAM-X), and were maintained
under photoperiod conditions at 12:12 h, relative
humidity (RH) of 75 %, temperature 23 + 2 °C, with 2 g
of potato slices as food (Marin-Cruz et al., 2015b).

Activation of B. bassiana

Strain 11 B. bassiana from the biotechnology laboratory
of UAM-X was grown on Dextrose-Saboraud agar for
15 days at 25 °C. Conidia were harvested with 0.05 %
of Tween 80 by means of gentle scraping and were
counted with a hemocytometer; the concentration was

adjusted to 107 conidia-mL" (Barranco et al., 2009).
Conidia and crude enzymatic extract of B. bassiana

A solid state medium consisting of shrimp shell, sugar
cane bagasse, mineral salts (NH4),S04, MgSO,, NaCl,
KH,PO,, FeSO,-7H,0, ZnSO, and MnSO, was prepared
using Erlenmeyer flasks (Barranco et al., 2009). B.
bassiana EF was inoculated at a concentration of 107
conidia-mL’'. Growing conditions were pH 5.0 and
25 °C (Barranco-Florido, Alatorre-Rosas, Gutiérrez-
Rojas, Viniegra-Gonzdlez, & Saucedo-Castaneda, 2002).

Conidia were harvested at 15 days using 0.05 % of

Tween 80 1:10 (v [ v), the count was carried out using
a hemocytometer and the concentration was adjusted
to 107 conidia-mL’. The enzymatic crude extract was
obtained at 5 days with distilled water in a ratio of 1:1
(vfv) (Barranco-Florido et al., 2002).

Semipurification of crude enzymatic extract
The crude extract was centrifuged at 10 000 rpm for

10 min (Sorvall’ model RC-5B, USA). Subsequently a
second centrifugation was carried out to separate the

permitiendo que el hongo se establezca y mate a su
hospedero (Zibaee et al., 2011).

El presente trabajo evalud el potencial insecticida e
insectistitico de B. bassiana cepa 11, usando conidios,
extracto crudo (EC) y liofilizados (enzimas y metabolitos)
en larvas de tercer estadio de B. impatiens.

Materiales y métodos

Material biol6gico

Recolecta y cria de insectos de B. impatiens

En el vivero forestal de Temamatla, Estado de México,
se recolectaron larvas y adultos de B. impatiens en
200 plintulas de Pinus montezumae (Lamb) (Pinales:
Pinaceae), durante noviembre de 2014. Los adultos de
B. impatiens se capturaron con un aspirador manual y
las larvas se recolectaron con un pincel directamente
de la raiz y del sustrato de crecimiento del pino.

Los insectos recolectados se establecieron en una
cria en el laboratorio del insectario de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco (UAM-X),
y se mantuvieron en condiciones de fotoperiodo 12:12 h,
humedad relativa (HR) de 75 %, temperatura 23 + 2 °C,
con 2 g de rodajas de papa como alimento (Marin-Cruz
et al., 2015b).

Activacion de B. bassiana

La cepa 11 de B. bassiana, del cepario del laboratorio de

Biotecnologia de la UAM-X, se cultivo en agar Dextrosa-
Saboraud durante 15 dias a 25 °C. Los conidios se
cosecharon con Tween 80 al 0.05 %, por medio de un
raspado suave y se contaron con un hemocitémetro; la
concentracién se ajusté a 107 conidios-mL? (Barranco et
al., 2009).

Obtencion de conidios y extracto enzimadtico crudo
de B. bassiana

En matraces Erlenmeyer se preparé un medio de cultivo
solido que consistio en caparazén de camarén, bagazo de
cana, sales minerales (NH4),504, MgSO,, NaCl, KH,PO,,
FeSO,7H,0, ZnSO, y MnSO, (Barranco et al., 2009). El
HE B. bassiana se inoculé a una concentracién de 107
conidios-mL". Las condiciones de cultivo fueron pH 5.0
y 25 °C (Barranco-Florido, Alatorre-Rosas, Gutiérrez-
Rojas, Viniegra-Gonzdlez, & Saucedo-Castaneda, 2002).
Los conidios se cosecharon a los 15 dias con Tween
80 al 0.05 % 1:10 (v/v), el conteo se realizé con un
hemocitémetro y la concentraciéon se ajusté a 107
conidios-mL". El extracto crudo enzimdtico se obtuvo a
los cinco dias con agua destilada en proporcién 1:1 (v[v)
(Barranco-Florido et al., 2002).
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molecular size from the supernatant (BECKMAN®, GPR
model, USA) using 10 kDa Centricon tubes (BioRad®,
Ireland) at 3 000 rpm for 30 min (Ali, Ren, Huang, &
Wu, 2010). The upper extract, greater than 10 kDa,
corresponds to the enzymes; and the lower, less
than 10 kDa, to metabolites. For application in the
treatments, metabolites and enzymes were lyophilized
(Labconco®, model 7753022, USA) and resuspended in
distilled water at a dose of 10 000 ppm.

Bioassay of insecticidal and insectistatic activity of
B. bassiana

Products from the purification of enzymatic extract and
conidia of B, bassiana were evaluated in third instar B,
impatiens larvae, deposited in transparent plastic boxes
(1.5 cm diameter) with cover, to avoid dehydration;
a piece of 1 x 1 cm adsorbent paper containing the
treatments was place in each box. The larvae were fed
with 20 pg of potato flour, used for the consumption of
treatments (Table 1). The dose was a single application
of 130 uL of each treatment and distilled water was
applied to the control treatment. As for the conditions,
a temperature of 23 + 3 °C was maintained and RH of
60 to 70 %. A total of 20 pL of distilled water was added
to the plastic boxes every 72 h to conserve moisture,
with checks every 24 hours. The experimental design
was completely randomized with five replications per
treatment; each replication consisted of 10 larvae,
using 50 larvae in total per treatment.

Evaluated variables
Insecticidal activity (mortality) of B. bassiana

The number of dead larvae and pupae was recorded
every 24 h for eight days; with these data mortality

Semipurificaciéon del extracto crudo enzimdtico

El extracto crudo se centrifugé a 10 000 rpm durante
10 min (Sorvall® modelo RC-5B, EUA). Posteriormente
se hizo una segunda centrifugacién para la separacién
por tamaiio molecular del sobrenadante (BECKMAN®,
modelo GPR, EUA), utilizando tubos Centricon (BioRad®,
Irlanda) de 10 kDa a 3 000 rpm durante 30 min (Ali,
Ren, Huang, & Wu, 2010). El extracto superior, mayor de
10 kDa, corresponde a las enzimas; y el inferior, menor
de 10 kDa, a los metabolitos. Para su aplicacién en los
tratamientos, las enzimas y metabolitos liofilizados
(Labconco®, modelo 7753022, EUA) se resuspendieron
en agua destilada en una dosis de 10 000 ppm.

Bioensayo de actividad insecticida e insectistdtica de
B. bassiana

Los productos de la purificacion del extracto enzimdtico
y conidios de B. bassiana se evaluaron en larvas de B.
impatiens de tercer estadio, depositadas en cajas de
pldstico transparentes (1.5 cm de didimetro) con tapa,
para evitar la deshidratacién; en cada caja se colocé un
trozo de papel adsorbente de 1 x 1 cm que contenia
los tratamientos. Las larvas se alimentaron con 20 ug
de harina de papa, utilizada como conducto para el
consumo de los tratamientos (Cuadro 1). La dosis fue
una sola aplicaciéon de 130 pL de cada tratamiento y
al testigo se le aplicé agua destilada. En cuanto a las
condiciones, se mantuvo una temperatura de 23
+ 3 °C y HR de 60 a 70 %. En las cajas de pldstico se
agregaron 20 puL de agua destilada cada 72 h para
conservar la humedad, con revisiones cada 24 h. El
disefio experimental fue completamente al azar con
cinco repeticiones por tratamiento; cada repeticion
consistié en 10 larvas, utilizando 50 larvas en total
por tratamiento.

Table 1. Treatments and doses of Beauveria bassiana applied to larvae of Bradysia impatiens to determine the
insecticidal and insectistatic activity of the fungus.
Cuadro 1. Tratamientos y dosis de Beauveria bassiana aplicados a larvas de Bradysia impatiens para determinar la

actividad insecticida e insectistitica del hongo.

Treatment/Tratamiento

Dose on adsorbent paper (pl)/
Dosis en papel adsorbente (pl)

Dose in food (pg-plL?)/
Dosis en alimento (pg-pL7)

Conidia (107 conidia-mL")/ Conidios (107 conidios-mL")
Crude extract/ Extracto crudo

Enzymes (10 000 ppm)/Enzimas (10 000 ppm)
Metabolites (10 000 ppm)/Metabolitos (10 000 ppm)

Control/Testigo

130 5.7
130 5.7
130 5.7
130 5.7
130 5.7
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corrected by means of the Abbott equation (1925) was
calculated to eliminate the natural mortality obtained
in the control:

Mtr — Mte

CM == 00— Mre

+100

where:

CM = corrected mortality (%)
Mtr = mortality in treatment (%)
Mte = mortality in control (%).

Insectistatic activity of B. bassiana

The criteria for defining insectistatic activity were: 1)
duration of B. impatiens pupa, 2) relative emergence of
adults from pupa, and 3) morphological alterations in
larvae, pupae and adults. Revisions were made every 24
h for 20 days, and relative emergence was calculated
using the following formula (Aguilera, 2001):

_ Etr

A Ete

*100

where:

E = emergence (%)
Etr = emergence in treatment (%)
Ete = emergence in control (%).

Statistical analysis

The percentage of corrected mortality and relative
emergence had a binomial distribution; to
normalize them we used the formula of angular or
arcsine transformation (arcsiney/percentage/100). The
transformed data were subjected to an analysis of
variance (ANOVA) and a Tukey mean comparison test
(P < 0.05) was carried out using the program JMP version
8 (Statistical Analysis System, [SAS Institute Inc.], 2009).

Results and Discussion
Insecticidal activity of B. bassiana

Table 2 shows the results of corrected mortality of
B. impatiens (larvae and pupae) (F ,, = 311.58, P < 0.001).
Figure 1 shows that conidia and crude extract
treatments had an effect on the mortality rate after 48 h,
while metabolites and enzymes showed effect until the
sixth and eighth day, respectively.

According to the results, at eight days, mortality is
less than 40 % in all treatments, therefore, insecticidal
activity is considered reduced. The effect of treatments

Variables evaluadas
Actividad insecticida (mortalidad) de B. bassiana

El nimero de larvas y pupas muertas se registré cada
24 h durante ocho dias; con estos datos se calculé la
mortalidad corregida mediante la ecuacién de Abbott
(1925), para eliminar la mortalidad natural obtenida en
el testigo:

Mtr — Mte
= —]
100 — Mte 00

donde:

MC = mortalidad corregida (%)
Mtr = mortalidad en el tratamiento (%)
Mte = mortalidad en el testigo absoluto (%).

Actividad insectistitica de B. bassiana

Los criterios para definir la actividad insectistdtica
fueron: 1) duracién del estado de pupa de B. impatiens,
2) emergencia relativa de adultos a partir de la pupa, y
3) alteraciones morfolégicas en larvas, pupas y adultos.
Las revisiones se hicieron cada 24 h durante 20 dias, y
la emergencia relativa se calculé utilizando la siguiente
formula (Aguilera, 2001):

. Ftr
i =—=—+100
B Ete
donde:

E = emergencia (%)
Etr = emergencia en el tratamiento (%)
Ete = emergencia en el testigo absoluto (%).

Anadlisis estadistico

Los datos de porcentaje de mortalidad corregida
y emergencia relativa tuvieron una distribucion
binomial; para normalizarlos se utilizé la
férmula de transformacién angular o arcoseno
(arcosenov/porcentaje/100). Los datos transformados se
sometieron a un andlisis de varianza (ANDEVA) y se
hizo una prueba de comparacién de medias de Tukey
(P < 0.05) con el programa JMP versién 8 (Statistical
Analysis System, [SAS Institute Inc.|, 2009).

Resultados y discusion
Actividad insecticida de B. bassiana
El Cuadro 2 muestra los resultados obtenidos de

mortalidad corregida de B. impatiens (larvas y pupas)
(F,, =311.58, P < 0.001). En la Figura 1 se observa que los
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at 20 days was statistically different (F , = 73.02, P <
0.001). From day 8 to 20, metabolites significantly
(31.95 units) increased mortality compared to conidia
(10.99 units) (Table 2). Crude extract did not increase
mortality in that period (Figure 1).

The insecticidal activity of B. bassiana, per contact, has
been demonstrated in larvae of the orders Coleoptera
and Lepidoptera (Ahmed & El-Katatny, 2007; Guzmadn-
Franco et al., 2012; Michelle et al., 2013). Also Acharya
et al. (2015) evaluated the insecticidal activity of
B. bassiana in adults of M. domestica (Diptera) and
reported 100 % of mortality in a period of six to 10 days
after application. There is few information regarding
the ingestion of B. bassiana conidia by diptera larvae.

tratamientos conidios y extracto crudo tuvieron efecto
en el porcentaje de mortalidad a partir de las 48 h,
mientras que los metabolitos y las enzimas mostraron
efecto hasta el sexto y octavo dia, respectivamente.

De acuerdo con los resultados, a los ocho dias, la
mortalidad es menor de 40 % en todos los tratamientos,
por tanto, la actividad insecticida se considera
reducida. El efecto de los tratamientos a los 20 dias
fue estadisticamente diferente (F ,, = 73.02, P < 0.001).
Del dia 8 al 20, los metabolitos incrementaron
significativamente (31.95 unidades) la mortalidad
en comparaciéon con los conidios (10.99 unidades)
(Cuadro 2). El extracto crudo no incrementd la
mortalidad en ese periodo (Figura 1).

Table 2. Corrected and transformed mortality of larvae and pupae of Bradysia impatiens, evaluated at 8 and 20
days after the application of Beauveria bassiana treatments.

Cuadro 2. Mortalidad corregida y transformada de larvas y pupas de Bradysia impatiens, evaluada a los ocho y 20
dias después de la aplicacion de los tratamientos de Beauveria bassiana.

Per?od (days)/ Treatment /Tratamiento Correc_tecl mortali.ty (%)/ Arcsine tral*{sformation/
Periodo (dias) Mortalidad corregida (%) Transformacién Arcoseno
Control/Testigo 0.0 0.0
Metabolites /Metabolitos 15.5 23.22¢
8 Enzymes/Enzimas 0.0 0.0
Conidia/Conidios 311 33.90°
Crude extract/Extracto crudo 22.2 28.12"
Control /Testigo 0.0 0.0
Metabolites / Metabolitos 47.5 43.56"
20 Enzymes/Enzimas 4.4 12.16°
Conidia/Conidios 42.1 40.45"
Crude extract/Extracto crudo 22.2 28.12"

Different letters in a same period indicate significant difference (P < 0.05) in the effect of treatments, according to the Tukey test (HSD, n = 50).

Letras diferentes en un mismo periodo indican diferencia significativa (P < 0.05) en el efecto de los tratamientos, de acuerdo con la prueba de Tukey (HSD, n = 50).
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Figure 1. Mortality of larvae and pupae of Bradysia impatiens, after application of conidia (A), crude extract (X),
metabolites (#) and enzymes (O) of Beauveria bassiana.

Figura 1. Mortalidad de larvas y pupas de Bradysia impatiens, después de la aplicacion de conidios (A), extracto
crudo (X), metabolitos (¢) y enzimas (O0) de Beauveria bassiana.
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Insectistatic activity of B. bassiana

Metabolites did not cause mortality of B. impatiens
larvae in the first six days, but produce mortality in
the following days. This may be because toxicity was
cumulative, due to feeding, causing death. It should
be noted that after 14 days mortality ceases, but the
effect of metabolites continues at physiological level
interfering in the development of B. impatiens, which is
denominated insectistatic effect.

The insectistatic effect is manifested in the inhibition
of feeding, growth, development and oviposition of the
insect (Rodriguez, 2003). In our study, low molecular
weight metabolites had higher insectistatic effect
than insecticidal activity. The insectistatic effect was
demonstrated with the inhibition of the growth of
larvae, causing their death.

Pupae of B. impatiens

Figure 2 shows the percentage of larvae that passed
to the pupal stage in the different treatments, with
significant difference among them (F = 175.32,
P < 0.001). As effect of the insectistatic activity,
mortality of the pupae in treatments was: control 12 %
(5); Low molecular metabolites 44 % (16); Enzymes
8 % (6); Conidia 71 % (5) and CE 14 % (6). The number
of dead pupae and malformed adults is evidence of
inhibition of development as a result of insectistatic
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La actividad insecticida de B. bassiana, por contacto, ha
sido demostrada en larvas de las 6rdenes Coleoptera
y Lepidoptera (Ahmed & El-Katatny, 2007; Guzmdn-
Franco et al., 2012; Michelle et al., 2013). También
Acharya et al. (2015) evaluaron la actividad insecticida
de B. bassiana en adultos de M. domestica (Diptera) y
reportaron 100 % de mortalidad en un periodo de seis a 10
dias después de la aplicacion. Existe poca informacion
respecto a la ingestién de conidios de B. bassiana por
larvas de dipteros.

Actividad insectistitica de B. bassiana

Los metabolitos no causaron mortalidad de larvas de
B. impatiens en los primeros seis dias, pero si en los
siguientes. Esto puede deberse a que la toxicidad fue
acumulativa, debido a la alimentacién, ocasionando
posteriormente la muerte. Cabe destacar que después
de los 14 dias cesa la mortalidad, pero el efecto de los
metabolitos contintia a nivel fisiolégico interfiriendo
en el desarrollo de B. impatiens, a lo que se le denomina

efecto insectistdtico.

El efecto insectistitico se manifiesta en la inhibiciéon de
la alimentacién, crecimiento, desarrollo y oviposicién
del insecto (Rodriguez, 2003). En nuestro estudio, los
metabolitos de bajo peso molecular tuvieron un efecto
insectistatico mayor que la actividad insecticida. El
efecto insectistitico se demostrd con la inhibicion del
crecimiento de larvas, provocando su muerte.

Crude extract /
Extracto crudo

Conidia /
Conidios

Enzymes /
Enzimas

Bl Total pupae / Total de pupas [ Total adults / Total de adultos

Figure 2. Pupae obtained and adult emergence of Bradysia impatiens. Different letters indicate significant
difference (P < 0.05) according to the Tukey's test (HSD).

Figura 2. Pupas obtenidas y emergencia de adultos de Bradysia impatiens. Letras distintas indican diferencia
significativa (P < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey (HSD).
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activity, and may be related to juvenile hormones,
which cause insect larvae to continue molting. If the
production of these hormones ceases during the last
larval or nymphal stage, then transformation occurs to
pupal stage and later to adult (Rodriguez, 2003). The
insectistatic effect of metabolites of EF has not been
demonstrated, only the effect of extracts of plants
have been mentioned, where the main result is the
extension of the larval and pupal stages of Spodoptera
Jrugiperda Walker (Lepidoptera: Noctuidae) (Zavala-
Sdnchez, Pérez-Gutiérrez, Romo-Asuncién, Cdrdenas-
Ortega, & Ramos-Lopez, 2013).

Moreover, it was observed that, at the end of the
treatment with metabolites, there was no presence of
B. impatiens larvae and pupae. The results obtained in
this study are similar to those reported by Lozano-Tovar
et al. (2013), who obtained 45 % of maximum mortality
caused by B. bassiana in pupae of C. capitata.

Emergence of adults of B. impatiens

Table 3 shows the relative emergence results for adults
at8 and 20 days (F, ,,=158.70, P <0.001). Of the 20 adults
who emerged in the treatment with low molecular
metabolites, 13 (65 %) showed malformations,
representing 26 % of the total of 50 treated insects; in
addition, only seven adults, 14 % of the total larvae,
emerged with reproduction capacity.

The emergence of malformed adults reduces the
number of adults adequate for reproduction; this
symptom is consistent with that reported by Abd El-
Ghany, El-Sheikh, Abd El-Rahman, and Abd El-Nasser
(2012), who observed malformations in adults of G. mellonella
after application of crude extract of B. bassiana. These
malformations may be caused by cicliyc depsipeptides
nature called beauvericin. This toxin also produces
alterations in the processes of moulting and
metamorphosis (Ferron, 1978).

The insecticidal activity of the crude extracts of EF has
been evaluated in several genera of insects, mainly in
the orders Coleoptera and Lepidoptera (Guzman-Franco

et al. 2012; Zibaee et al., 2011). Ortiz-Urquiza, Garrido-
Jurado, Santiago-Alvarez, and Quesada-Moraga (2009)
had 80 % of mortality five days after the application
of crude enzymatic extract of Metarhizium anisopliae
(Mestch) in the adult food of C. capitata. Regarding
the purified metabolites, Quesada-Moraga and Vey
(2004) reported the insecticidal effect of bassiacridin
on L. migratoria; however, in this study there was
lower mortality in the treatments with enzymes and
crude extract, compared to those obtained by these
authors. This can be attributed to the survival capacity
of B. impatiens (Marin-Cruz et al., 2015b), as dipterans
have evolved into niches where pathogens, such as
fungi and bacteria, abound (Kuraishi, Hori, & Kurata,

Pupas de B. impatiens

La Figura 2 muestra el porcentaje de larvas que pasaron
al estado de pupa en los diferentes tratamientos, con
diferencia significativa entre ellos (F ,, = 175.32, P <
0.001). Como efecto de la actividad insectistdtica, la
mortalidad de las pupas en los tratamientos fue: testigo
12 % (5); metabolitos de bajo peso molecular 44 % (16);
enzimas 8 % (6); conidios 71 % (5) y EC 14 % (6). El
numero de pupas muertas y adultos malformados es
evidencia de lainhibicién del desarrollo como resultado
de la actividad insectistdtica, y puede estar relacionado
con las hormonas juveniles, las cuales provocan que las
larvas de insectos contintien mudando. Si la produccién
de estas hormonas cesa durante el ultimo estadio
larvario o ninfal, entonces ocurre la transformacién a
pupa y posteriormente a adulto (Rodriguez, 2003). El
efecto insectistdtico de los metabolitos de HE no ha sido
demostrado, solo se ha mencionado el de extractos de
plantas, donde el resultado principal es la prolongacion
de la fase de los estados de larva y pupa de Spodoptera
Jrugiperda Walker (Lepidoptera: Noctuidae) (Zavala-

Sdnchez, Pérez-Gutiérrez, Romo-Asunciéon, Cardenas-
Ortega, & Ramos-Lopez, 2013).

Por otra parte, se observé que, al final del tratamiento
con los metabolitos, no hubo presencia de larvas
y pupas de B. impatiens. Los resultados obtenidos
en este trabajo son similares a los reportados por
Lozano-Tovar et al. (2013), quienes obtuvieron 45 %
de mortalidad mdxima ocasionada por B. bassiana en
pupas de C. capitata.

Emergencia de adultos de B. impatiens

El Cuadro 3 presenta los resultados de emergencia
relativa de adultos a los 8 y 20 dias (F,, = 158.70,
P < 0.001). De los 20 adultos que emergieron en el
tratamiento con metabolitos de bajo peso molecular,
13 (65 %) presentaron malformaciones, representando
26 % del total de los 50 insectos tratados; ademds,
unicamente siete adultos, 14 % del total de larvas,
emergieron con capacidad de reproduccion.

La emergencia de adultos malformados disminuye
la cantidad de adultos aptos para la reproduccion;
este sintoma concuerda con lo reportado por Abd El-
Ghany, El-Sheikh, Abd El-Rahman, y Abd El-Nasser
(2012), quienes observaron malformaciones en adultos
de G. mellonella después de la aplicacién de extracto
crudo de B. bassiana. Estas malformaciones pueden
ser ocasionadas por la toxina de naturaleza peptidica
ciclica denominada beauvericina. Esta toxina también
produce alteraciones en los procesos de muda y
metamorfosis (Ferron, 1978).

La actividad insecticida de los extractos crudos
de los HE se ha evaluado en diversos géneros de
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2013). In addition to the above, dipterans have defense
mechanisms such as physical barriers (peritrophic
membrane type II) and regeneration of damaged cells
in the epithelium, which are very efficient in detecting
and counteracting the effect of foreign agents (Kuraishi
et al., 2013).

Symptomatology of B. impatiens treated with extracts
of B. bassiana

Due to treatments, dead larvae showed rigidity and
melanization in all the treatments, in contrast to dead
larvae of the control, which were flaccid and kept a
light color. This symptomatology agrees with what has
been pointed out by other authors. Chidvez, Rodriguez,
Sdnchez, Hamdan, and Barranco (2014) reported that
the application of crude extract of B. bassiana in larvae
of Phyllophaga spp. Harris (Coleoptera: Melolonthidae)
causes melanization of them self. Melanization is a
response process from the insect humoral immune
system to the presence of some externalagent(Gonzilez-
Santoyo & Coérdoba-Aguilar, 2012); the change of color,

characteristic of the B. impatiens pupae, may be due
to this process. The insectistatic effect is manifested
by the prolongation of the time that a larva or pupa
remains in a stage; in the case of B. impatiens pupae, this
effect has an average duration of four days (Marin-Cruz
et al. 2015b). In the present study, pupae from which no

insectos, principalmente en las o6rdenes Coleoptera
y Lepidoptera (Guzmdn-Franco et al. 2012; Zibaee et
al.,, 2011). Ortiz-Urquiza, Garrido-Jurado, Santiago-
Alvarez, y Quesada-Moraga (2009) obtuvieron 80 % de
mortalidad a los cinco dias de la aplicacién de extracto
enzimadtico crudo de Metarhizium anisopliae (Mestch)
en el alimento de adultos de C. capitata. Respecto a los
metabolitos purificados, Quesada-Moraga y Vey (2004)
reportaron el efecto insecticida de la basiacridina sobre
L. migratoria; sin embargo, en el presente estudio hubo
menor mortalidad en los tratamientos con enzimas
y extracto crudo, respecto a los obtenidos por dichos
autores. Esto se puede atribuir a la capacidad de
supervivencia de B. impatiens (Marin-Cruz et al. 2015b),
pues los dipteros han evolucionado en nichos donde los
agentes patégenos, como hongos y bacterias, abundan
(Kuraishi, Hori, & Kurata, 2013). Aunado a lo anterior,
los dipteros presentan mecanismos de defensa tales
como barreras fisicas (membrana peritréfica tipo 1)
y regeneracion de células dainadas en el epitelio, las
cuales son muy eficientes para detectar y contrarrestar
el efecto de agentes extranos (Kuraishi et al., 2013).

Sintomatologia de B. impatiens tratado con extractos
de B. bassiana

Debido a los tratamientos, las larvas muertas
presentaron rigidez y melanizacion en todos los

Table 3. Relative emergence of adults of Bradysia impatiens treated with Beauveria bassiana.
Cuadro 3. Emergencia relativa de adultos de Bradysia impatiens tratados con Beauveria bassiana.

Arcsine transformation /

Period (days)/ Treatment/ Adults (%) / Relative emergence (%)/ i o
Periodo (dias) Tratamiento Adultos (%) Emergencia relativa (%) L m:sﬁu:mdcmn
reoseno
Control /Testigo 46 100 90a
Metabolites /Metabolitos 13 28 32b
8 Enzymes/Enzimas 46 100 90a
Conidia/Conidios 0 0 0d
Bieristo et 2 4 12¢
Control/Testigo 67 100 90a
Metabolites / Metabolitos 40 60 51b
20 Enzymes/Enzimas 67 100 90a
Conidia/Conidios 4 6 14c¢
Crude extract/ 38 57 49b

Extracto crudo

‘Different letters in the same period indicate significant difference (P < 0.05) according to the Tukey Means Test (HSD).

“Letras distintas en un mismo periodo indican diferencia significativa (P < 0,05) de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (HSD),
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adult emerged, after seven days, began to decompose
and become dark in color. The treatment of conidia
generated mycelium of B. bassiana in some cases. Dead
larvae due to low molecular weight metabolites were
rigid; in addition, 13 adults had malformations in the
wings that prevented them to spread their wings and
flying. In the case of malformed pupae there was no
adult emergence. This insectistatic effect is important
because, although it does not have an immediate effect
or in the first days, its action of inhibiting the growth
and normal development of larvae and pupae of B.
impatiens causes that they do not complete their cycle.

Conclusions

Conidia and extracts of Beauveria bassiana (enzymes,
metabolites and crude extract) had different effects
on larvae and pupae of Bradysia impatiens. Conidia
(ingestion-topical application) produced greater
insecticidal action than insectistatic activity.
Metabolites of B. bassiana had an insectistatic effect
on the larvae; this mode of action is reported for the
first time in this entomopathogenic fungus. Therefore,

metabolites and conidia of B. bassiana have potential as
biocontrol agents of B. impatiens populations.
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Resumen. En los ultimos afos se ha cuestionado la eficacia de los insecticidas
quimicos para controlar el mosco fungoso negro (Familia Sciaridae), debido a que
las poblaciones han desarrollado resistencia. En el presente trabajo se evalué el
potencial bioinsecticida que tienen los metabolitos de Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin contra larvas de Bradysia impatiens (Johannsen) en laboratorio
y de conidios y metabolitos para el grado de proteccion de plantulas de Pinus
montezumae (Lamb) en invernadero; asi como la sintomatologia que presentan las
larvas tratadas con metabolitos por ingestién. Los resultados en laboratorio

mostraron un efecto insecticida de 1-10 dias: metabolitos, F- 5-7, F 8-10, F 11-13 y

'Bradysia impatiens (Diptera: Sciaridae)

°Doctorado en Ciencias Agropecuarias UAM-X.
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testigo con una mortalidad de 18, 20, 32, 20, 12%. El efecto insectistatico se
determiné de los 11-30 dias y fue de 58, 70, 40, 60 y 12 %. La evaluacion del efecto
insecticida e insectistatico acumulado a los 30 dias alcanz6 niveles entre 72-90%
de mortalidad. La sintomatologia confirmé que los metabolitos tienen un mayor
efecto insectistatico que insecticida, ya que se manifiesta con un aumento en la
duracién del estado larval, malformaciones de pupas y adultos. En las larvas, los
metabolitos de B. bassiana causan alteraciones en el intestino medio y los ciegos
gastricos, provocando que las larvas no puedan asimilar los nutrientes de los
alimentos ingeridos. En invernadero el grado de proteccién de conidios, metabolitos
500 y 1000 ppm en P. montezumae a los 60 dias fue: 99.5 97.5 y 100 %
respectivamente. En conclusion, los conidios y metabolitos de B. bassiana son una
alternativa biologica para el control de B. impatiens en condiciones de invernadero

debido a su efecto insecticida e insectistatico.

Introduccion

En México, existe el Plan de Desarrollo 2013-2018, en donde esta incluido el
Programa Sectorial de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT 2014)
las metas planteadas es reforestar un millén de ha en el periodo 2013-2018; para lo
cual fue necesario producir 180 millones de plantas (Comisién Nacional Forestal
2015). En México, la produccién de plantas en viveros es afectada por la presencia
de insectos considerados como plagas primarias; los géneros Bradysia (B.
impatiens) y Lycoriella (L. ingenua (Doufour)) (Diptera: Sciaridae) son organismos

gue consumen raices de las plantas en viveros, invernaderos y cultivos horticolas
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(Marin et al. 2017a); las larvas causan dafo directo alimentandose de la raiz e
indirecto por la capacidad de transmitir hongos fitopatégenos (Cloyd, 2015; Marin et
al. 2015a). En los sistemas de produccion de invernadero y viveros, el control de
poblaciones de moscos fungosos negros, se lleva a cabo mediante el uso de
diferentes estrategias, como el control bioldgico, los métodos de control fisico,
culturales, de saneamiento y la aplicion de insecticidas sistémicos (Marin et al.
2015b). Los insecticidas organofosforados han provocado surgimiento de
poblaciones de insectos resistentes. La discusion en torno a la resistencia a los
insecticidas, con frecuencia se centra sobre los insectos plaga que atacan las partes
aéreas de las plantas. Sin embargo, son escasos los trabajos sobre resistencia en
plagas asociadas al suelo, en el caso de los moscos fungosos negros; Cloyd y
Ardenson 2013, senalan que pueden desarrollar resistencia si son expuestos a una
“presion de seleccion” continua. La resistencia, se ha demostrado en otras especies
de ciaridos como Lycoriella castanescens (Lengersdorf) y Lycoriella mali (Fitch)
presentes en el champifion (Agaricus bisporus) (Lange) Imbach (Cloyd and
Ardenson 2013; Bartlett and Keil 1996). Estas especies muestran resistencia a los
insecticidas: diazinon® (Knox OUT, actualmente prohibido su uso en el invernadero),
la permetrina (Astro®) y el diclorvos (Vapona®). Ademas, desde la década de 1980
Lycoriella auripila (Winnertz) mostro resistencia a los insecticidas organofosforados,
en particular al clorpirifés® (White 1981); y recientemente B. impatiens al
carbofuran® (Marin et al. 2015b), con un incremento de su poblacién. Por lo que, los
metabolitos de los hongos entomopatdégenos (HE), en particular de Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales), pueden ser una

alternativa para el control de ciaridos. B. bassiana produce distintos metabolitos
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secundarios que tienen propiedades insecticidas (Sanchez-Pérez et al. 2014), como
bassiandlidos, bassiacridina, bassianina, beauvericina y beauverélidos (Quesada-
Moraga and Vey 2004). Como antecedente, se ha reportado que las larvas de B.
impatiens son altamente susceptibles a los conidios y metabolitos de B. bassiana
cuando son ingeridos en el alimento (Marin et al. 2017b). Los objetivos del trabajo
fueron: evaluar el grado de proteccion que proporcionan los conidios y metabolitos
de B. bassiana en plantulas de P. montezumae Lamb (Pinales: Pinaceae) afectadas
por larvas de B. impatiens a nivel de invernadero e identificar el efecto insecticida e
insectistatico de metabolitos de B. bassiana a nivel de laboratorio, asi como también

la sintomatologia y el dafio a nivel del tracto digestivo:

Materiales y métodos

Recolecta y cria de insectos. La recolecta de larvas y adultos de B. impatiens
se realizo, de forma directa de las plantulas de P. montezumae (100 plantulas); en
febrero de 2016, en el vivero forestal de Temamatla, Estado de México. Los adultos
se capturaron con un aspirador manual y las larvas se recolectaron con un pincel
directamente de la raiz y del sustrato. Se establecié la cria en laboratorio del
Insectario, en la Universidad Auténoma Metropolitana, unidad Xochimilco (UAM-X),
en condiciones de fotoperiodo 12:12 h; 75 % HR; temperatura 23 + 2 °C, y como
alimento papa (2 g) (Marin et al. 2015b).

Condiciones de cultivo de B. bassiana. La cepa 11 de B. bassiana del
laboratorio de Biotecnologia de la UAM-X, se activd en agar Dextrosa-Saboraud

durante 15 dias a 25 °C. Los conidios fueron cosechados en Tween 80 al 0.05 % y
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la concentracion de conidios se ajusté a 1 x 107 conidios mL™ para el in6culo
(Barranco et al. 2009). Después, se realizd un cultivo sélido en matraces
Erlenmeyer, con caparazon de camaroén, sales minerales (NH4)2S04, MgSOs4, NaCl,
KH2PO4, FeSO4-7H20, ZnSOs4 y MnSOs4 y se inoculd B. bassiana a una
concentracion de 1 x 107 conidios mL™'. Las condiciones de cultivo fueron pH 5.0 y
25 °C (Barranco et al. 2002).

Obtencion de Conidios y metabolitos. Los conidios fueron cosechados a los 15
dias y la obtencién de los metabolitos a los 15 dias, los conidios fueron obtenidos
con Tween 80 al 0.05 % 1:10 (v/v) y se ajust6é una concentracion de 1 x 107 conidios
mL'. El extracto crudo del cultivo se obtuvo con agua destilada en una proporcién
de 1:1 (v/v) (Barranco et al. 2002). Semipurificacion de Metabolitos. Se realizé un
proceso de semipurificacién del extracto crudo del cultivo. Primero se centrifugé a
10,000 rpm durante 10 min (Sorvall® modelo RC-5B). Después una segunda
centrifugacion (BECKMAN®, modelo GPR) para la separacion por tamizado
molecular del sobrenadante, utilizando tubos Centricom (BioRad®) con membrana
de corte de 10 kDa a 3,000 rpm durante 30 min (Ali et al. 2010). Se colectaron los
metabolitos con peso molecular inferior a 10 kDa, los conidios y metabolitos se
liofilizaron (Labconco®, modelo 7753022). Para su aplicacion en los tratamientos en
invernadero.

Obtencion de fracciones de metabolitos. Para determinar que fracciones
tienen actividad biologica sobre las larvas de B. impatiens, se obtuvieron 15
fracciones de 6 mL, mediante cromatografia de exclusién (Econo-Column, BIO-
RAD®), se utilizd como eluyente TRIS (2-amino-2-hidroximetil-propano-1, 3-diol)

(BIO-RAD®) 50 mM a un pH de 8, el flujo establecido fue de 0.8 ml/min. La
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concentracion de péptidos se determin6 mediante Bradford a 595 nm en un
espectofotometro (CARY 50®) (Bradford 1976). Las fracciones colectadas fueron de
F5-7,F8-10 y F 11-13, después se liofilizaron y se conservaron para su posterior
uso en el bioensayo en laboratorio.

Bioensayos.

Fracciones de metabolitos sobre larvas de B. impatiens en laboratorio. Para
determinar el efecto insecticida e insectistatico de los metabolitos de B. bassiana en
L3 de B. impatiens; se usaron cajas de plastico transparentes con tapa de 1.5 cm
de diametro, a las cuales se les colocé un trozo de papel absorbente de 1X1 cm,
para evitar la deshidratacion de las larvas, se introdujo una larva en cada caja; se
alimentaron con 20 ug de harina papa. El liofilizado de los cinco tratamientos se
resuspendié en agua destilada y se aplicé directamente sobre 20 ug del alimento.
Dosis: tres aplicaciones, una cada 72 h, cada aplicacion con una concentracion de
750 ppm; T1: testigo, se aplicé TRIS; T2: metabolitos; T3: F 5-7; T4: F 8-10; y T5 F
11-13. Condiciones: temperatura 23 £+ 3°C y HR 60-70%; se conservo la humedad
de las cajas de plastico agregando 20 pL de agua destilada, cada 72 h. Las
revisiones se hicieron cada 24 h. Disefo experimental: completamente al azar, con
cinco repeticiones por tratamiento, 10 larvas por repeticidon; se utilizaron 50 larvas
por tratamiento y un total de 250 larvas de B. impatiens. Variables evaluadas. Efecto
insecticida: porcentaje de mortalidad; efecto insectistatico: malformaciones en
larvas, pupas y adultos; duracién del ciclo de vida, y capacidad de reproduccién. La
evaluacién fue a los 10 y 30 dias.

Efecto de los metabolitos secundarios en el tracto digestivo en larvas L3

de B. impatiens. Se aplicaron 5000 ppm de metabolitos, sin fraccionar en el
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alimento a 20 larvas de L3. Cortes histolégicos. Las larvas muertas se fijaron en
solucién de Bouin durante 48 horas, el fijador se eliminé por medio de lavados en
alcohol al 70%. Posteriormente las larvas se incluyeron en parafina Merck®. Con un
micrétomo (Spencer® modelo 820) se realizaron cortes longitudinales vy
transversales seriados de 5 ym, desde la boca hasta el ano, en la region dorsal y
en la ventral; los cortes se tifleron con la técnica de Hematoxilina-Eosina, se
montaron en laminillas para ser observados en un microscopio 6ptico compuesto
(Zeiss® modelo Axiostar Plus) y se tomaron fotografias (camara digital Canon®
modelo A 620 Power Shot) y se compararon con 20 larvas sanas que se sometieron
al mismo procedimiento.

Conidios y metabolitos de B. bassiana para la proteccion de larvas de B.
impatiens en invernadero: En el invernadero del Centro de Investigaciones
Biolégicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC) de la UAM-X, se utilizaron plantulas
de P. montezumae establecidas en contenedores de plastico con 54 tubetes de 210
mL de capacidad. La composicién del sustrato fue: 1: de turba, 2: de perlita, 2: de
vermiculita y 6.3 g de fertilizante (osmocote Exact Hi.End®) por tubete. Se colocaron
20 larvas L3, en cada plantula de P. montezumae de siete meses de edad,
posteriormente, se realizé una aplicacién de 10 mL con una jeringa en el cuello de
la raiz para cada tratamiento. T1 Testigo agua; T2 metabolitos 1000 ppm mL; T3
metabolitos 500 ppm mL™"; T4 metabolitos 5000 ppm en un gramo de grasa vegetal
como atrayente (Inca®: 30% de lipidos); y T5 conidios 1X107 conidios por mL'. Se
regaron cada cuatro dias. Después, de 60 dias se recolectaron todas las plantulas
y se evalud el dafo en las plantulas con un estereoscopio (Zeiss® modelo Stemi

2000-C). Para evaluar el nivel de proteccion, los indicadores fueron: el nivel de dafo
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relacionado con a) porcentaje de marchites del follaje; b) porcentaje de pudricién de
la raiz; c) presencia de larvas, pupas o adultos. Para el ultimo indicador, cada
plantula se colocd en bolsas de polietileno transparente selladas, la revision fue
diaria durante 30 dias. Se us6 un disefio completamente al azar, cada tratamiento
con tres repeticiones (9 plantulas por tratamiento).

Analisis estadistico. Para el andlisis estadistico se usoé el software SAS version

2009. Los datos de porcentaje se normalizaron usando la transformacién angular o

arcoseno arcoseno./porcentaje/100. Los datos de porcentaje de dafio de plantulas,
mortalidad de B. impatiens se sometieron a un analisis de varianza (ANDEVA) y se

realizd una prueba de medias de Tukey.

Resultados

Bioensayo: efecto de fracciones de metabolitos sobre larvas de B.
impatiens en laboratorio. Los datos obtenidos a los 30 dias, de emergencia de
adultos aptos para la reproduccion (AAR), muestran que todos los tratamientos
tienen diferencia significativa respecto al testigo (Fs20 = 20.56, P<0.0001) que
obtuvo 76% (38 adultos) de AAR, con los metabolitos un 40% (20 adultos) (Fig. 1),
de los cuales seis no fueron AAR debido a la presencia de malformaciones (Fig. 2),
en la fracciones 5-7 emergieron siete, uno de los cuales no fue AAR,enla F 8-10y
en F 11-13 emergieron 13 y 10 AAR. Respecto al efecto insecticida (TMI) la
mortalidad de larvas y pupas fue de 20-34%, en donde los tratamientos no tienen
diferencia significativa respecto al testigo (F4.20=2.03, P>0.0001). Mientras que el

efecto insectistatico (F4.20=14.76, P<0.0001) ocasion6 que el estado larvario se
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prolongara, las larvas no lograron pasar al estado de pupa, mortalidad de larvas y
pupas, y ademas, adultos malformados, que en su conjunto corresponderia a la
mortalidad por éste efecto (TMTA) (Fig. 2 y 3). La mortalidad acumulada de larvas
y pupas de B. impatiens a los 30 dias, asi como adultos con malformacién alcanzé
el 72-90 %, con una diferencia significativa (F4.20=26.56, P<0.0001) respecto al

testigo que fue del 24%, con la fraccion 5-7 fue la mayor mortalidad (Cuadro. 1).

N w H w [e)] ~ 0] (e}
o o o o o o o o
I I I I I I I )

[y
o
I

Adultos aptos para la reproduccion (%)

li.i

TESTIGO METABOLITOS F5 F 8-10 F11-13

o

Fig. 1. Porcentaje de emergencia de adultos aptos para la reproduccion (AAR) de B. impatiens a los
30 dias. Letras diferentes de las medias sefialan diferencias estadisticas a P < 0.05, con la prueba

de Tukey.

Cuadro. 1. Efecto Insecticida e Insectistatico de metabolitos y fracciones de B.

bassiana en larvas, pupas y adultos de B. impatiens.

Tratamientos A) 1-10 DIAS (%) B) 11-30 DIAS (%)
Efecto insecticida Efecto insectistatico
LM PM TM™I LV LM PM A AM TMTA AAR MT
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Testigo 10 2 12a 0 2 10 76a 0 12c¢ 76 a 24 c

Metabolitos 18 2 20 a 0 12 28 40b 16 58ab 28bc 78ab

F5-7 20 0 20a 10 48 12 12c¢ 2 70 a 10c 90 a
F 8-10 32 2 34 a 2 16 22 24bc O 40 b 26 b 74 Db
F11-13 20 0 20a 10 26 24 20bc 0 60ab 20bc 80ab

LM: larvas muertas; PM: pupas muertas; TMI: total de mortalidad efecto insecticida (LM+PM); LV:
larvas vivas; A: adultos (F4.20=24.20, P<0.0001); AM: adultos malformados; TMTA: total de mortalidad
efecto insectistatico (LV+LM+PM+AM); AAR: adultos aptos para la reproduccién; MT: Mortalidad total
(TMI+TMTA). Letras diferentes sefialan que son estadisticamente diferentes a P < 0.05, con la

prueba de Tukey.

Los indicadores de sintomatologia provocada por los metabolitos en los
individuos de B. impatiens fueron: Las larvas que no lograron pasar al estado de
pupa, por mortalidad (30 dias) o presentaron malformaciones en larvas, pupas y
adultos. En el caso de los adultos fue su incapacidad de extender las alas. En los
primeros 10 dias se evalu6 la mortalidad de los individuos de B. impatiens debido al
efecto insecticida de los tratamientos. Posteriormente, de 11-30 dias, la mortalidad

y malformaciones se relacionaron con el efecto insectistatico (Fig. 2 y 3).

Fig. 2. Adultos de B. impatiens, a) adulto sano, b-c) adultos con malformaciones en las alas.
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Fig. 3. Larvas y pupas de B. impatiens malformadas por toxicidad de metabolitos de B. bassiana. a)

larva sana; b y c) larvas malformadas, mostrando la melanizacién en el intestino medio y ciegos
gastricos, con un crecimiento anormal en b; d) pupa sana; e, g y f) pupas sin diferenciacién del térax
y capsula cefdlica, extremidades sin desarrollar y con retencion de caracteres morfoldgicos de la
larva; h) pupa con alteraciones presentando exuvia de larva; i) pupa que no alcanzé a desprender el

exoesqueleto de la larva.

Efecto de los metabolitos secundarios a nivel del tracto digestivo en larvas
L3 de B. impatiens. Los tratamientos con metabolitos y las fracciones de B.
bassiana causaron dano a las larvas de B. impatiens, manifestando melanizacion,
aspecto fragil, poca movilidad y superficie corporal flacida. Posteriormente, con la
pérdida total del movimiento.

Las larvas que murieron a los cinco dias de exposicion a metabolitos de B.
bassiana, presentaron las tres regiones del mesenterén y los ciegos gastricos
severamente dafiados, las células perdieron su forma cubica y alargada (Fig. 4d-f).
Las células de la regién anterior presentaban vacuolas grandes y vesiculas apicales.
La region media (Fig. 4e) mostrd células con abundantes vacuolas, de formas
irregulares y aumento del espacio intercelular. En la regién posterior y los ciegos
gastricos, las células con la mismas caracteristicas de la regiéon media (Fig. 4e-f),

con intensa actividad secretora y aumento del espacio entre la unién de las células.
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Fig. 4. Intestino medio y ciegos gastricos de L4 de B. impatiens sano y con dafio por metabolitos de

B. bassiana. a-b intestino medio y ciegos gastricos sanos; a) intestino medio con células columnares
bien formadas; b) ciego gastrico medio con células epiteliales y microvellosidades desarrolladas; c)
ciego gastrico posterior con células definidas; d-f) intestino medio con dafo por el efecto del
tratamiento con metabolitos; d) intestino medio con células columnares con lisis y desintegracion del
nucleo; e) ciego gastrico con células sin microvellosidades y lisadas; f) ciego gastrico posterior,

células con alargamiento, espacio intercelular presente y lisis.

Conidios y metabolitos de B. bassiana para el control de larvas de B.
impatiens en invernadero: Los datos obtenidos a los 60 dias, mostraron un efecto
significativo (F4.10=52.97, P<0.0001) en los tratamientos: metabolitos (1000 ppm y
500 ppm), asi como en conidios (1x107 conidios mL') con una diferencia
significativa respecto al testigo y los metabolitos con atrayente. Los tratamientos de
metabolitos con dosis de 1000 y 500 ppm; asi como los conidios redujeron

drasticamente el dafio en P. montezumae a 0, 2.5y 0.5 % respectivamente (Cuadro
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2). Sin embargo, los metabolitos suministrados con atrayente, presentaron un
porcentaje similar al testigo respecto al dafno de plantas, del 60.1 y 61.8 %
respectivamente. Los dafos ocasionados en las plantas de P. montezumae por
larvas de B. impatiens (Fig. 5) fue severo en el follaje, con pérdida de vigor,
marchitez y desprendimiento de aciculas, la raiz presenté poco desarrollo y
pudricion. En el cuello de la raiz, se encontraron larvas alimentandose del xilema y
floema de las plantulas. Ademas, emergieron adultos en el 66.7 % plantulas aisladas
en bolsas de plastico. En los tratamientos de metabolitos de 500 ppm y conidios, las
plantulas no mostraron los sintomas antes mencionados, sin embargo, en dos
plantulas aisladas en bolsas de plastico, hubo una emergencia minima de uno y dos
adultos, respectivamente. Por ultimo, en el tratamiento de 1000 ppm no hubo

evidencia de dafos en las plantulas de P. montezumae, ni emergencia de adultos

(Fig. 5).

Cuadro 2. Porcentaje de dafo en plantas P. montezumae a los 60 dias de

infestacion con larvas de B. impatiens.

Testigo Metabolitos Atrayente Conidios

1000 500 LA 5000 ppm/g  1x10” mL"
ppm mL

ppm mL
1
% Marchitez 522+7.8 0 0 52.5+14.3 0
% Pudricion 555+ 11.3 0 0 61.1 £20.7 0

de raiz
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% Presencia 77.7 £15.7 0 7.4 +52 66.6 £ 0 3.7+52
de insectos

% total de 61.8+11.3a 0B 24+1.7Db 60.1+58a 1.2+1.7b
dano

Letras diferentes sefalan que son estadisticamente diferentes a P < 0.05, con la prueba de Tukey.

— M-5000 ppm i . M-1000 ppm s Conidios

Fig. 5. Estado de las plantas de P. montezumae después de 60 dias de la exposicion a las larvas de

B. impatiens y la aplicacion de los tratamientos.

Discusion

Los métodos de control de B. impatiens con insecticidas quimicos han sido
cuestionados con el surgimiento de poblaciones resistentes, por lo que las
moléculas producidas por los hongos entomopatdégenos, y en particular la

combinacién de conidios y metabolitos de B. bassiana, pueden ser una alternativa
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para el control de estos ciaridos; ya que producen un control preventivo efectivo
para B. impatiens.

Los datos obtenidos con los metabolitos y las diferentes fracciones de estos
demuestran que tienen un efecto insecticida reducido en los primeros dias. Solo en
el tratamiento F 8-10 el efecto insecticida es muy semejante al insectistatico. Sin
embargo, en los demas tratamientos el efecto insectistatico observado posterior a
los 11 dias, es el responsable de entre 58—-70 % del total de la mortalidad e
individuos malformados de B. impatiens.

En todos los tratamientos, excepto el testigo, la suma del efecto insecticida y el
efecto insectistatico alcanzé niveles de control de 74-90 %. El efecto insectistatico
ha sido ampliamente documentado en metabolitos de extractos de plantas,
Quintana-Lopéz et al. (2016), reportaron que el extracto de Senna crotalarioides
(Kunth) (Irwin y Barneby) tienen este efecto sobre larvas de Spodoptera frugiperda
(Smith).

De acuerdo con Rodriguez (2003), el efecto insectistatico se manifiesta en
alteraciones del ciclo biolégico y causa malformaciones del insecto, lo cual provoca
que el organismo no complete su ciclo de vida normal. Estas alteraciones fueron
evidentes en este estudio, la sintomatologia es tipica del efecto insectistatico en las
larvas de B. impatiens, ocasionando reduccion de la alimentacion y el movimiento,
ademas, algunos individuos permanecieron en estado larval y no lograron pupar;
otros con malformacion de larvas, pupas y adultos (Figuras 2 y 3). Los adultos de
B. impatiens con alas malformadas no fueron AAR. La actividad insectistatica se
atribuye, a toxinas que produce B. bassiana, estas son moléculas de bajo peso

molecular de naturaleza péptidica ciclica y lineal, denominadas depsipéptidos
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(Quesada-Moraga and Vey 2004). Para su aplicacion estos metabolitos no fueron
completamente purificados con el objetivo de evitar una posible generacion de
resistencia del insecto a una molécula especifica. Este grupo de metabolitos
requiere de un mayor tiempo para causar un dano gradual, que termina con la
muerte o incapacidad fisiolégica del insecto. Los dafos que causan los metabolitos
secundarios de B. bassiana son: alteracion de la permeabilidad de las membranas,
alteraciones en el nucleo de las células, afectando el proceso de muda y
metamorfosis, cambios en la fecundidad e interferencia en las interacciones ligando-
receptor que ocurren en la membrana plasmatica y deformaciones en las
estructuras de los insectos, principalmente en alas (Borges et al. 2010). EI-Ghany
et al. (2012), reportan que el extracto crudo de B. bassiana produce malformaciones
en las alas de los adultos de Galleria mellonella (L.), la beauvericina fue el
metabolito responsable de ocasionar estos sintomas. Ferron (1978) documentd que
esta toxina produce alteraciones en los procesos de muda y metamorfosis. Con los
metabolitos secundarios producidos por B. bassiana, sugerimos que la beauvericina
esta presente por la sintomatologia presentada en B. impatiens.

La sintomatologia relacionada con el efecto insectistatico dana principalmente el
sistema digestivo de las larvas de B. impatiens, en gran parte por las alteraciones
producidas en el intestino medio, a nivel celular y de las membranas. En las larvas
muertas por los metabolitos, el dafo se observé en las células epiteliales del
intestino medio y en los ciegos gastricos, las cuales sufrieron lisis y las células
columnares presentaron un numero elevado de vacuolas. Esto sugiere un
desequilibrio osmético (Costa et al. 2012), Alves et al. (2010), reportaron que la

formacién elevada de vacuolas en Culex quinquefasciatus (Say) es la posible
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respuesta de desintoxicacion celular. Otras alteraciones a nivel celular fueron:
ausencia de los limites citoplasmaticos, formacién vesicular apical, disminucién de
microvellosidades (reduce la absorcion de nutrientes), aumento del espacio
intercelular y desprendimiento en las células epiteliales de la membrana basal.
Estos resultados son similares a los obtenidos en larvas de otras especies de
dipteros. En larvas Aedes aegypti (L.) se han reportado sintomas similares
provocados por el aceite de resina de Copaifera reticulata (Ducke) (Addad et al.
2007) y con tanino catéquico, extraido de Magonia pubescens (St. Hil) (Ferreira et
al. 2010). La exposicion de larvas C. quinquefasciatus a insecticidas
organofosforados provoca una sintomatologia similar (Alves et al. 2010). Los dafios
en estos dipteros fueron producidos en un periodo menor a 24 h. Sin embargo, los
metabolitos requieren de mayor tiempo (cinco dias o mas) para producir dafos
similares. Esto permite suponer que los metabolitos causan gradualmente un dafno
en el intestino medio que es irreversible provocando la destrucciéon de las células
columnares y células regenerativas epiteliales (Roelfstra et al. 2010). La destruccién
de las células epiteliales impide la asimilacion de nutrientes, ocasionando la
deficiencia y se manifiesta como el efecto insectistatico, y si el dafio es severo causa
la muerte.

La deficiencia de nutrientes puede causar malformaciones en larvas, pupas y
adultos, tal como se observé en este estudio. En un trabajo con dietas deficientes
en nutrientes en larvas de Heliothis virescens (Fabricius), se encontré que provoca
malformaciones en larvas y pupas (Parra 2012), estas malformaciones son similares
a las manifestadas por los metabolitos de B. bassiana en B. impatiens, por lo que

se puede atribuir que los metabolitos ocasionan la disminucién de la capacidad de
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las larvas de asimilar los nutrientes de los alimentos ingeridos, provocando un
consumo deficiente de nutrientes por las larvas, la cual se manifiesta en la
sintomatologia de malformaciones y prolongacion del estado larval. Las alteraciones
provocadas por los metabolitos de B. bassiana, en las células del intestino medio
de las larvas de B. impatiens, indica su potencial toxico y larvicida.

En el invernadero se evaluaron metabolitos sin fraccionar y conidios dentro de
un proceso de escalamiento para la produccién de estos bioinsecticidas. Los
metabolitos en dosis de 500 ppm, 1000 ppm y los conidios 1X107 mL-"
proporcionaron proteccion a plantulas de P. montezumae de larvas de B. imaptiens
en su totalidad durante 60 dias, este resultado permite sugerir que los metabolitos
y conidios de B. bassiana son eficientes para el manejo de poblaciones de B.
impatiens.

El alto porcentaje de control de B. impatiens con conidios en el bioensayo del
invernadero puede deberse a las condiciones microambientales de temperatura y
humedad en el tubete, favorecen el Optimo establecimiento y desarrollo de B.
bassianay crece sapréfitamente sobre material vegetal en descomposicion (Ferron
1978). Rohlfs and Churchill (2011) mencionan que el hongo compiten por el alimento
con insectos saprofagos y atacan insectos huéspedes para su crecimiento y
reproduccion. También tiene la facultad de actuar como antagonista de hongos
fitopatdgenos (Culebro-Ricaldi 2017). Estas caracteristicas contribuyeron al grado
de proteccion mayor al 98% de P. montezumae, ya que B. bassiana actué no solo
sobre las larvas de B. impatiens, si no también compiten por los recursos
alimenticios de las larvas, ademas, pudo tener un efecto antagdnico sobre los

hongos fitopatdégenos que porta este diptero, Gran parte del dafio que ocasiona B.

36



impatiens se asocia con la inoculacidén que realiza este insecto en las plantas (Cloyd
2015; Marin et al. 2015a).

El grado de proteccidén de metabolitos y conidios de B. bassiana en plantulas de
P. montezumae fue mayor que respecto al bioinsecticida Bacillus thuringiensis var
israelensis y semejante con spirotetramat, inmidacloprid, clorpirifos y oxamil (Marin
et al. 2015b), pero estos se aplicaron cada 20 dias y en dosis 10% mayores a las
recomendadas, a diferencia de los conidios y metabolitos B. bassiana con una sola
aplicacién.

La aplicacién tépica de conidios y extractos de B. bassiana ha sido documentada
ampliamente (Ahmed and El-Katatny 2007; Michelle et al. 2013; Acharya et al. 2015;
Resquin-Romero et al. 2016). Sin embargo, los huevos y larvas de L. ingenua no
son susceptibles a la aplicacién topica de B.bassiana (Andreasdis et al. 2016), de
igual forma se demostrd en el laboratorio para B. impatiens (Marin et al. 2017b), a
diferencia, mediante la aplicacion por ingestion en este trabajo se comprobd que es
altamente susceptible.

Cuando se evalud el atrayente en laboratorio se comprobd que las larvas de B.
impatiens son atraidas por la grasa vegetal (resultados no mostrados). Sin embargo,
el alto porcentaje de dafo en las plantulas de P. montezumae en el tratamiento con
el atrayente, puede deberse a que la mezcla de metabolitos y la grasa vegetal se
aplicaron en el cuello de la raiz de la planta, las larvas al inicio del experimento
consumieron casi por completo el tratamiento en los primeros dias. Sin embargo,
las hembras adultas de B. impatiens pudieron ser atraidas por la grasa vegetal y
ovipositar, eclosionando una nueva generacion de larvas sin ser afectadas por los

metabolitos.
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En conclusién los metabolitos y conidios de B. bassiana ofrecen una proteccion
en invernadero de hasta el 100 % a plantulas de P. montezumae contra larvas de
B. impatiens durante 60 dias. En las larvas, la sintomatologia causada por
metabolitos de B. bassiana muestra alteraciones en el intestino medio y los ciegos
gastricos, lo cual provoca que las larvas no puedan asimilar los nutrientes de los
alimentos ingeridos; y ademas, afecta la duracion de ciclo de vida, metamorfosis y
causa malformaciones al insecto. Los conidios y metabolitos de B. bassiana
suministrados por ingestion son una alternativa potencial para el manejo de

poblaciones de B. impatiens.
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Aspectos morfo-fisiologicos del tracto digestivo en larvas de IV estadio de Bradysia impatiens
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Resumen

La morfologia, citologia y algunos aspectos fisioldgicos del tracto digestivo de larvas de cuarto
estadio del sidrido Bradysia impatiens se estudiaron utilizando microscopia de campo brillante. Se
observo la division del tracto digestivo (estomodeo, mesenterén y proctodeo); las células que lo
componen son columnares, regenerativas y endocrinas. Las larvas no presentan buche y la digestién
del bolo alimenticio se realiza en el intestino medio; tienen dos ciegos géstricos bien desarrollados,
que permiten suponer que existe una gran absorcién de nutrientes. La membrana peritréfica es del
tipo II, con un tamafio de poro que permite el paso de moléculas de hasta 150 kDa y divide el intestino
medio en dos regiones, el espacio endo y ecto peritréfico. Tiene cuatro tubos de Malpighi. El intestino
medio posee un gradiente de pH que va de alcalino en el intestino anterior a neutro en los ciegos
géstricos y el intestino posterior. Tiene un mecanismo de recirculaciéon que mejora la digestién y
reutilizacion de enzimas digestivas, que va del espacio endoperitréfico al ectoperitréfico y viceversa.
Las caracteristicas morfofisioldgicas mostradas en las larvas de B. impatiens permiten confirmar que
son organismos bien adaptados como detritivoros. Ademds, la membrana peritréfica protege al

intestino medio de agentes patdgenos.

Palabras clave: Estomodeo. Mesenteron. Proctodeo. Membrana peritrdéfica. Ciegos géstricos.
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Abstract

Morphology, cytology and some physiological aspects of the digestive tract of Bradysia impatiens
fourth-instar larvae were studied using bright-field microscopy. The division of the digestive tract
into stomodeum (foregut), mesenteron (midgut) and proctodeum (hindgut) was observed; the second
of which is composed of endocrine, regenerative, column-shaped cells. The larvae present no crop;
hence the digestion of the bolus occurs in the midgut. They have two well developed gastric caeca,
where it can be assumed that great nutrient absorption takes place. The peritrophic membrane is type
II, with a pore size that allows the passage of molecules up to 150 kDa, and which divides the midgut
into two regions: the endoperitrophic and ectoperitrophic spaces. There are four Malpighian tubules
present. The midgut has a pH gradient ranging from mildly alkaline in the foregut, to neutral in the
caeca and hindgut. It has a recirculation mechanism stretching from the endoperitrophic to the
ectoperitrophic space and vice versa, which improves digestion and optimizes enzyme production.
The morphophysiological features observed in B. impatiens larvae confirm that these organisms are
well adapted detritivores. Additionally, the peritrophic membrane protects the midgut from

pathogenic.

Key words: Stomodeo. Mesenteron. Proctodeum. Peritrophic membrane. Gastric caeca.

Introduccion

Bradysia impatiens (Johannsen, 1912) (Diptera: Sciaridae), es un diptero con distribucién mundial.
En México se le encuentra en invernaderos de ornamentales y viveros forestales (Marin-Cruz et al.
2017). Este diptero ataca las raices de plantulas de drboles como eucaliptos y coniferas (Hurley et al.
2010; Menzel et al.2006). Cibrian et al. (2008) reportan severos dafios en viveros forestales en el
centro de México, causando la pérdida de hasta 30% de plantulas de coniferas. Las larvas de B.
impatiens son detritivoras y consumen materia organica en descomposicion, hongos y raices (Marin-
Cruz et al, 2015a); debido a que son pobres en nutrientes, es necesario que continuamente ingieran
una gran cantidad de alimento. Generalmente las larvas de las especies de insectos detritivoros
producen grandes cantidades de enzimas proteoliticas que hidrolizan los nutrientes que estdn en su
alimento (Sharma et al. 1984). Tanto en el cuerpo como en el intestino de las larvas de B. impatiens
se han aislado los géneros de hongos Verticillium (Nees 1816), Penicillium (Link 1809), Alternaria
(Nees 1816), Fusarium (Link 1809), Paecilomyces (Bainier 1907), Aspergillus (P. Micheli 1729) y
Mucor (P. Micheli ex L. 1753) (Marin-Cruz et al., 2015b), algunos de los cuales son fitopatégenos,

47



por los que podrian ser vectores de enfermedades de plantas. Las larvas de B. impatiens ingieren
continuamente microorganismos que pueden ser patégenos o sus toxinas, por lo que en el intestino
deben de tener mecanismos bien desarrollados que les permitan contrarrestar un posible dafio. El
intestino de los insectos al igual que en otros animales, es un 6rgano importante para realizar
funciones vitales como la digestion, absorcién de nutrientes, regulacién de iones y pH, asi como la
desintoxicacién y eliminaciéon de heces (Terra y Ferreira 2012; James 2002). En los insectos el
intestino es un 6rgano esencial para el crecimiento y estado nutricional de las larvas, ya que puede
afectar los subsiguientes estados de pupa, adulto y su potencial reproductivo (Chapman 1998). Pese
a la importancia agronémica de B. impatiens como insecto plaga y posible agente vector de hongos
fitopatégenos en viveros, invernaderos y en la produccién intensiva de hongos comestibles (Agaricus
biosporus) (Lange) Imbach, 1946 (Menzel et al. 2003). La anatomia interna y condiciones
fisiolégicas en el intestino de las larvas se ha investigado en otras especies de dipteros como
Ochlerotatus togoi (Theobald, 1907) (Diptera: Culicidae) (Intakhan et al. 2014); “mosca negra” 45
especies (Diptera: Simuliidae) (Kim y Adler, 2009); Lutzomyia longipalpis (Lutz y Neiva, 1912)
(Diptera: Psychodidae) (Do Vale et al. 2007); Chrysomia megacephala (Fabricius, 1794) (Diptera:
Calliphoridae) (Boonsriwong et al. 2006); Odontosciara sp. (Riibsaamem, 1908) (Diptera: Sciaridae)
(Da Cruz y Morelli 1985) y Tipula abdominalis (Say, 1823) (Diptera: Tipulidae) (Sharma et al. 1984).
En este trabajo se describi6 la anatomia del intestino de larvas de cuarto estadio de B. impatiens, el
tipo de células que lo componen, el gradiente de pH en el intestino medio y los ciegos gastricos y el
mecanismo de recirculacién del bolo alimenticio en el intestino medio, asi como la permeabilidad de

la membrana peritréfica.

Materiales y métodos

Insectos. Los insectos adultos se recolectaron con un aspirador manual, en febrero de 2015 en plantas
de Pinus montezumae (Lamb) (Pinales: Pinaceae) del vivero forestal de Temamatla, Estado de
Meéxico (19°45°11” norte y 99°11°15” oeste). La identificacion se realizé con las claves taxondmicas
de la familia Sciaridae de Mohrig y Menzel (2009), Mohrig et al. (2012) y Shin et al. (2012). Se
establecio una cria en el insectario de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco.
Las cdmaras de cria consistieron en recipientes de plastico transparente de medio litro de capacidad
con tapa. En las tapas se realiz6 un corte circular de 1.5 cm de didmetro para introducir los adultos de
la B. impatiens; se colocaron 10 hembras y dos machos. Dieta: 5 g de bagazo de cafia molido y rodajas
de papa. Para conservar la humedad se agregaron 40 ml de agua destilada, cada cuatro dias. Las

camaras de cria se mantuvieron a una temperatura 21 °C + 2 °C. (Marin-Cruz et al. 2015a).
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Descripcion anatomica del intestino. Se disecaron 20 larvas en solucién Ringer para obtener el
sistema digestivo e identificar cada una de las partes (Martinez, 1999). Se realizé un corte transversal
en el ano de la larva y después se realizaron cortes en la union del tegumento con la cabeza de la
larva. Todas las observaciones se realizaron con un microscopio 6ptico compuesto Zeiss® Axiostar
Plus, un estereoscopio Zeiss® Stemi 2000-C y una cdmara digital Canon® A 620 Power Shot.
Determinacion de tipo de células del intestino. Las L4 se fijaron en solucién de Bouin durante 48
h, se elimino el fijador con cuatro lavados en alcohol: 70, 90, 96 y 100 % y se incluyeron en parafina
Merck®. Se realizaron cortes longitudinales y transversales seriados de 5 um con un micrétomo
Spencer® 820. Los cortes se tifieron con la técnica de Hematoxilina-Eosina (Urfa y Mora 1996).

pH del intestino medio y ciegos gastricos. Se utilizaron los indicadores de pH azul de bromotimol
(pKa 7), rojo de fenol (pKa 7,9) y azul de timol (pKa 8,2). Cada indicador de pH se suministré por
separado y se mezcld en una concentracion de 0,4 % (p/p) con 0,5 g de harina de papa esterilizada.
Los experimentos se realizaron con 60 larvas que fueron colocadas individualmente en cajas Petri de
1,5 cm de didmetro y cada larva se alimentd libremente con la mezcla de harina de papa y el colorante
indicador. Después de 24 h se estim¢ el pH en cada region del intestino (Gontijo et al. 1998), para lo
cual se compararon los colores dentro de éste con los de soluciones tampén de pH conocido,
preparadas con los mismos indicadores, a partir de las imdgenes obtenidas. Las larvas se observaron
sin diseccion, ya que el tegumento larvario es transparente. Se realizaron 20 observaciones para cada

indicador de pH.

Figura 1. A) Tracto digestivo de larva de cuarto estadio de Bradysia impatiens. B) estructuras del
intestino medio con coloracién diferente por el indicador de pH azul de bromotimol. C) Larva tenida

con azul de dextran de 20,000 Da.

Recirculacion del bolo alimenticio. El mecanismo de recirculacion (contra corriente) en el intestino

medio se determiné en 120 larvas, colocadas en grupos de 40, que se ubicaron en cajas Petri de 9 cm
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de didmetro. Se alimentaron con harina de papa (0,1 g) y 150 ul azul de dextran de 20,000 Da, al 0,05
% p/p. Una vez que todo el intestino medio se tiid con el azul de dextran, las larvas se cambiaron de
cajas de Petri, y el colorante, se sustituyé por agua destilada. Se observaron a 15, 30,45 minya 1, 2,
4,8,24y48h.

Permeabilidad de la membrana peritrofica (MP). Se utiliz6é azul de dextran de peso molecular de
5,000, 10,000, 20,000 y 500,000 Da (SIGMA-ALDRICH) 0,05 % p/p y como alimento se utilizé 0,04
g de harina de papa. Cada azul de dextran de diferente peso molecular se suministré a 50 larvas por
separado. Se realizaron revisiones con un estereoscopio (Zeiss® Stemi 2000-C) cada 15, 30, 60 min
y 2,4, 8, 16, 24 y 48 h. Una vez que el espacio endoperitréfico se tefiia del azul de dextran, las larvas
se enjuagaban con agua destilada y se colocaban en un recipiente sin colorante, con la finalidad de no

saturar el intestino.

Resultados

El tracto digestivo en las L4 de B. impatiens se compone de un tubo, dividido en tres regiones bien
definidas: estomodeo, mesenterén y proctodeo. Las gldndulas salivales, ciegos géstricos y tubos de
Malpighi, se proyectan del tubo principal del tracto digestivo (Fig. 1A).

Intestino anterior o estomodeo. Se compone de boca, faringe, eséfago y finaliza en la region anterior
del proventriculo. Estd revestido internamente con una capa cuticular compuesta de una epicuticula
interna y una endocuticula externa con las células epiteliales aplanadas. En esta seccién el bolo
alimenticio tiene un transito muy rapido. La faringe es un tubo simple (Fig. 2A-B). Las dos glandulas
salivales se componen de células epiteliales de forma coénica simple y ntcleos ovalados,
estrechamente empaquetadas y proyectan en su parte apical hacia el lumen central de la glandula.
También se observa un compuesto que posiblemente sea la secrecion de saliva, este se conecta en la
boca y la faringe en el cibarium por medio de un conducto deferente (Fig. 2A-B y E). El es6fago es
un tubo recto que conecta la faringe con el proventriculo, invagindndose en este tltimo (Fig. 2C-D),
circundado por musculos circulares que rodean este tejido. Las L4 de B. impatiens poseen un
proventriculo globoso y el canal alimentario que lo atraviesa es estrecho y circundado. Los cortes
histolégicos del proventriculo mostraron que esta estructura se compone de dos regiones, una con
tejido caracterfstico del intestino anterior y otra correspondiente al intestino medio (Fig. 2C). El tejido
posterior del intestino anterior se observa como dos compartimentos separados y redondeados (Fig.
2C-D), ademds, muestra células epiteliales columnares, y presenta misculos longitudinales y
circulares internos que envuelven el epitelio externamente. Los ntcleos ovales grandes son

conspicuos dentro de las células epiteliales y musculares (Fig. 2D).
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Figura 2. Intestino anterior (estomodeo) de larvas de cuarto instar de Bradysia impatiens. A) corte

longitudinal de cabeza (40x); B) seccién transversal de cabeza (100x); C) vista longitudinal de
proventriculo (40x); D) corte longitudinal de eséfago invagindndose en el proventriculo (100x); E)
glandulas salivales y esofago. Boca (bo), cardia (ca), cibarium (cb), eséfago (e), faringe (f), glandulas
salivales (gs), proventriculo (pr), cabeza de flecha roja saliva (secrecioén); cabeza de flecha negra

secrecion de membrana perotréfica; flecha negra unidn del ciego géstrico con el intestino anterior.

Intestino medio o mesenteron. Es un tubo simple, cuya longitud corresponde a la mitad del total del
intestino en B. impatiens. Inicia en la region posterior del proventriculo, donde comienza la cardia,
justo antes de la unién de los ciegos gastricos (Fig. 3A-B). El intestino medio termina donde se une
con el piloro y los tubos de Malpighi. La cardia es un compartimiento redondeado, compuesto por
células epiteliales. En el interior del lumen central de la cardia se observa una estructura plegada, que
probablemente sea la MP (Fig. 3D-F). Las células epiteliales de esta region tienen grandes niicleos

ovales (Fig. 3C).
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Las larvas de B. impatiens producen permanentemente la MP tipo II, la cual recorre todo el intestino
medio hasta invaginarse en el piloro. Esta membrana divide al ventriculo en espacio endoperitréfico
y espacio ectoperitréfico (Fig. 3B).

Bradysia impatiens presenta dos ciegos gastricos bien desarrollados, que se insertan inmediatamente
encima de donde se origina la MP. Los ciegos géstricos son de forma tubular, tan largos como las dos
terceras partes del largo del intestino medio y cada uno de ellos tan anchos como la cuarta parte del
intestino medio. Tanto los musculos internos circulares como los externos envuelven los ciegos
gastricos. Las paredes internas del espacio ectoperitrofico estdn compuestas de células epiteliales
cuboidales que forman un tubo y presentan un arreglo de forma ondulante (arrifionada) que hace lento
el recorrido del liquido a través del lumen (Fig. 3E). Las caracteristicas de los ciegos gastricos
permiten suponer que en esta region es donde se realiza la mayor parte de la absorcién de los
nutrientes y del agua del intestino medio. El ciego géstrico se conforma por tres tipos de células:
columnares, de regeneracion y secretoras. La mayor parte de los niicleos de las células son grandes y
ovales. Ademds, las células presentan microvellosidades que rodean el drea de la célula que esta en
contacto con el lumen, lo que permite aumentar el espacio de absorcién de nutrientes (Fig. 4E). Las
células regenerativas se encontraron diseminadas por todo el epitelio, asociadas a las células
columnares, lo que indica que el epitelio puede renovarse regularmente o bajo ciertas condiciones.
En la parte anterior del intestino medio emerge de la cardia, su aspecto externo es similar al del ciego
gdstrico, en la superficie es muy lisa con los misculos internos circulares (Fig. 4A). El tejido del
intestino medio anterior contiene MP dentro de su lumen central y estd rodeado por una sola capa de

células epiteliales cuboidales (Fig. 4A).
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Figura 3. Proventriculo y cardia. A) corte longitudinal de unién del intestino medio anterior e

intestino medio, cardia con vdlvula del proventriculo cerrada (40x); B) vista longitudinal de cardia
con vélvula del proventriculo abierta (100x); C) cardia (40x); D) corte transversal de la cardia (40x);

E) corte transversal de unién de ciegos gastricos y la cardia, membrana peritréfica (40x); F) unién de
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ciegos géstricos e intestino medio. Bolo alimenticio (bea), células epiteliales (ce) del intestino anterior
flecha blanca, células productoras de 1dmina (membrana peritréfica) (cpl), ciegos géstricos (cg),
cuticula (c), es6fago (e), lumen (lu), misculo (m), membrana peritréfica (mp) cabeza de flecha negra,

védlvula del proventriculo relajada (vp) punta de flecha grande.

La parte media del mesenterén es una regiéon mds dilatada (Fig. 4B) y su estructura es semejante a la
del intestino medio anterior, con la MP dentro del lumen rodeado por una capa de células epiteliales
cuboidales. La MP se presenta como una membrana fina y transparente (Fig. 4B), mientras que las
células epiteliales del intestino medio contienen numerosos granulos secretorios tanto interna como
externamente (fig. 4B). Ademads, las células del cuerpo graso también son evidentes entre estas células
epiteliales. Estas células epiteliales se proyectan hacia adentro desde sus membranas de base y cada
una tiene microvellosidades largas que cubren sus superficies apicales internas. El intestino medio
posterior estd limitado por el piloro. En esta zona se acumula el material del bolo alimenticio que no
ha sido digerido por las otras regiones del intestino, empaquetandolo en segmentos para ser enviado
al proctodeo. Sin embargo, la morfologia de las células epiteliales es sinuosas y muestra gran cantidad
de vellosidades largas, lo que sugiere que su funcién es de absorcién de nutrientes y secrecion (Fig.
4C-D).

El intestino posterior (Proctodeo) de las L4 de B. impatiens estd compuesto por el piloro, los tibulos
de Malpighi, el ileon, el colon, el recto y el ano posterior. En el piloro se observé una capa dnica
caracteristica de células epiteliales cuboidales aplanadas, membrana peritréfica y capa muscular (Fig.
4F). También se observaron grandes gridnulos secretores. Estos grdnulos son similares a los
encontrados en las células del intestino medio, pero que se presentan en menor cantidad y sélo
aparecen en la regién apical de las células piléricas con nicleos relativamente grandes. Los tibulos
de Malpighi emergen de la unién del intestino medio y el intestino posterior. Cada uno diverge
distalmente en dos estructuras tubulares, formando los cuatro tiibulos de Malpighi (Fig. 4F). Los
tubulos de Malpighi consisten en largas cadenas de células cuboidales. En un corte transversal se
observa que las células contienen un nicleo grande, numerosos granulos diminutos,
microvellosidades cortas y abundantes en su superficie apical que estd en contacto con el lumen (Fig.
4F). La superficie externa del ileon, colon, recto y del ano es similar a la del intestino medio al estar
cubierta con una capa muscular e incrustada con abundantes traqueolas para el intercambio gaseoso
(Fig. 5A-B). Se observ6 una cuticula caracteristica del intestino posterior, que rodeaba el lumen del
ileon (Fig. 5A). En una seccién transversal del ileon, se observa que su pared estd formada
principalmente por una capa de células epiteliales cuboidales con grandes nticleos ovalados y alguna

fibra muscular periférica (Fig. 5A y B) y en esta region se observé la MP. Una seccién del colon (Fig.
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5C) y del recto (Fig. 5SD) mostré tener caracteristicas similares con el ileon, excepto que exhibieron
mads fibra muscular que éste. En la region anal, las células mioepiteliales que son uninucleadas o

multinucleadas comprenden el componente mds grande de la pared del tubo anal (Fig. 5F). La MP se

observa dentro del tubo anal (Fig. SF).
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Figura 4. Intestino medio, ciegos gastricos y tubos de Malpighi (100x). A) células epiteliales del
intestino medio anterior; B) células epiteliales del intestino medio medio; C y D) células epiteliales
del intestino medio posterior con abundantes microvellosidades; E) vista transversal de ciego
géstrico; F) corte longitudinal de tubos de Malpighi. Bolo alimenticio (ba), células epiteliales (ce),
lumen (lu), misculo (m), microvellosidades (mi), nicleo celular (n), piloro (p), tubos de Malpighi
(tm), punta de flechas blancas sefialan membrana peritréfica, flecha roja granulos secretores, flechas
negras células del cuerpo graso, cabeza de flecha negra nicleo celular. Cabeza de flecha blanca
nucleos células pildricas, cabeza de flecha verde células cuboidales con nicleos grandes, flecha verde

microvellosidades de las células de los tubos de Malpighi.
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Figura 5. Intestino posterior (proctodeo). A) vista longitudinal del piloro e ileon (40x); B) corte

longitudinal del ileon (100x); C) vista transversal colon (100x); D) vista longitudinal del recto (40x);
E y F) vista longitudinal del recto y ano (100x y 40x respectivamente). Ano (a), células epiteliales
(ce), colon (co), cuticula (c), fleon (i), membrana peritréfica (MP), Piloro (p), recto (r), fibra muscular

(fm), cabeza de flecha negra células mioepiteliales.

57



pH del intestino medio y ciegos gastricos. El intestino medio en las L4 de B. impatiens, tiene un
gradiente de pH que varia de 10-11 en el intestino medio anterior a 6.5-7.5 en el intestino medio
posterior en la regién del espacio endoperitréfico, mientras que en el espacio ectoperitréfico y los
ciegos géstricos el pH es neutro (Fig. 6). Observaciones previas mostraron que el alimento pasa
répidamente por el intestino anterior y posterior, por lo cual no fue posible medir el pH en estas
regiones del tubo digestivo.

Recirculacion del intestino medio. En 2 h el azul de dextran de 20 kDa recorri6 el tracto digestivo
de las L4 de B. impatiens, aunque no se observd tincién en el intestino anterior, mientras que el
intestino posterior se tifié solo cuando el bolo alimenticio era empujado en forma de excretas. Sin
embargo, en el intestino medio el espacio endoperitréfico se comenzd a tefiir a los 15 min y después
de 30 min quedé tefiido por completo; el espacio ectoperitréfico comenzé a tefiirse a los 45 min y los
ciegos gastricos a los 60 min. Se observé que en las larvas de B. impatiens existe un mecanismo de
recirculacién del bolo alimenticio en todo el intestino medio (espacio endo y ecto peritréfico).
Dependiendo del tamafio de las fracciones alimenticias pueden atravesar la MP y entrar al espacio
ectoperitrofico y pasar a formar parte del liquido del lumen, el cual recorre el intestino medio en
direccién del piloro a los ciegos géstricos. Posteriormente el liquido del lumen recorre los ciegos
gdstricos y las fracciones que no son asimiladas regresan nuevamente al espacio endoperitréfico, para
recircularse o pasar al intestino posterior para ser evacuado (Fig. 6).

Permeabilidad de la membrana peritréfica. La MP en las L4 de B. impatiens fue permeable al azul
de dextran de 5, 10 y 20 kDa, una hora después de su aplicacién. En todos los casos el espacio
endoperitréfico se tifio de azul en 30 min, la tincién del espacio ectoperitréfico y los ciegos gastricos
a los 60 min. A las 24 h el azul de dextran de 500 kDa se encontré en el espacio endoperitréfico y
después de 48 h el azul de dextran permanecié en el espacio endoperitrofico. Esto indica que la MP

es impermeable a este tamafio de molécula.

Intestino posterior
{proctodeo)
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Figura 6. Esquema del sistema de recirculacion y pH en el intestino medio en larvas de cuarto instar

de Bradysia impatiens.

Discusion

El tracto digestivo de las L4 de B. impatiens presentd una estructura similar a la mayoria de los
insectos dividiéndose en tres regiones: estomodeo, mesenteron y proctodeo (Terra y Ferreira 2012;
Chapman 1998). En las L4 no fue posible identificar un diverticulo (buche), lo que indica que no hay
almacenamiento alimento en el estomodeo. Ademads, con la tincion del bolo alimenticio no se observd
que permaneciera almacenado en algtin 6rgano, sino que pasa de manera inmediata al intestino medio,
lo que también permite considerar que en las larvas de B. impatiens no existe el buche. Esta
caracteristica también se presenta en las larvas de cuarto estadio de L. longipalpis (Do Vale et al.
2007). En el orden Diptera, el buche es una estructura que tiene la funcién de almacenamiento y
digestion del flujo del bolo alimenticio (Stoffolano y Halselton 2013). Las células del estomodeo no
intervienen en el proceso de secrecidon de enzimas o absorcién de nutrientes, caracteristica que es
similar a la de otros insectos (Terra y Ferreira 2012). La cuticula (epi- y endocuticula) que se observo
en el eséfago de la L4 de B. impatiens fue similar en estructura a la descrita en las de la mosca C.
megacephala (Boonsriwong et al. 2006).

Las caracteristicas morfologicas de las glandulas salivales de B. impatiens se asemejan a las
mostradas por Evangelista y Leite (2007) para la larva de primer estadio de Dermatobia hominis (L.,
1781) (Diptera: Oestridae) y C. megacephala (Boonsriwong et al. 2006), que tienen glandulas
tubulares simples que se abren en estrechos conductos eferentes en cada lado, pero B. impatiens
difieren en que convergen para formar un solo conducto deferente mediano que conduce a la cavidad
oral.

La cardia es el 6rgano donde se encuentran las células que producen la MP, la cual es del tipo Il y
distingue al orden Diptera (Hegedus et al. 2009). Las L4 de B. impatiens poseen un proventriculo
globoso Esta estructura también se observa en Stomoxys calcitrans (L., 1758) (Diptera: Muscidae)
(Lehane 1997) o en la mosca de la fruta, Bactrocera dorsalis (Hendel, 1912) (Diptera: Tephritidae)
(Lee et al. 1998); C. megacephala (Boonsriwong et al. 2006) y en L. longipalpis (Do Vale et al.
2007). Ademds, se observo que la MP es producida de forma continua por la cardia y se distribuye a
lo largo del intestino medio (Terra y Ferreira 2012).

Las L4 de B. impatiens presentan dos ciegos gastricos. El nimero de ciegos gastricos en las larvas de
los dipteros puede variar de cero a ocho y asi, en Gasterophilus intestinalis (De Geer, 1776) (Diptera:

Oestridae) (Roelfstra et al. 2010) y L. longipalpis (Diptera: Psychodidae) (Do Vale et al. 2007) no
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estdn presentes. En Rhynchosciara americana (Wiedemann, 1821) (Diptera: Sciaride) se encuentran
dos (Ferreira et al. 1981), mientras que, Odontosciara (Diptera: Sciaridae) (Da Cruz y Morelli 1985)
y C. megacephala tienen cuatro (Boonsriwong et al. 2006) y las larvas de “mosca negra” (Diptera:
Simuliidae) de cero a ocho (Kim y Adler 2009). El andlisis morfolégico de los ciegos géstricos en las
larvas de B. impatiens, muestra que tienen mayor volumen con respecto a las larvas de las especies
de dipteros antes mencionadas, caracteristica que, junto con la forma arrifionada de las células
epiteliales y la gran cantidad de microvellosidades apicales y laterales de las células columnares,
permiten suponer que en esta region se realiza la mayor absorcién de nutrientes. La presencia de
microvellosidades en las células es indicativa de que su funcién es de absorcién (Da Cruz y Morelli
1985). Ademds, los ciegos giastricos contribuyen de forma importante para crear el flujo de
contracorriente en los espacios endo y ectoperitréfico (Terra et al. 1988, 1990), el mecanismo de flujo
de contracorriente permite reciclar las enzimas que intervienen en el proceso de la digestién. En
muchas de las larvas del suborden Nematocera, la excrecidn del agua del intestino medio se realiza
en la parte posterior de los ciegos gastricos (Terra 1988). La tincién del intestino medio por el Azul
de dextran de 20 kDa mostré que el agua entra a través del tracto digestivo y del intestino medio
posterior, saliendo por los ciegos géstricos y reingresa al espacio ectoperitréfico por alguna regién
del intestino medio posterior o por los tubos de Malpighi. Proceso que fue descrito por Dow (1981)
y sugiere que algunas de las funciones de los ciegos gdstricos en las larvas de B. impatiens es la de
absorcién de nutrientes y recirculacién del bolo alimenticio. Sin embargo, es necesario realizar
estudios mds detallados sobre este mecanismo en los estadios inmaduros de esta especie de Sciaridae.
En las larvas de B. impatiens el intestino medio estd divido en dos regiones por la MP: espacio
endoperitréfico y ectoperitréfico. Esta organizacidn es caracteristica de los dipteros como Aedes
aegypti (L., 1762) (Diptera: Culicidae) (Ferreira et al. 2010), Culex quinquefaciatus (Say, 1823)
(Diptera: Cilicidae) (Nunes et al. 2010) y C. megacephala (Boonsriwong et al. 2006). En el presente
trabajo se evidencié que la MP de las L4 vivas de B. impatiens es permeable a moléculas iguales o
menores de 20 kDa y es impermeable a moléculas de 500 kDa, resultados que son similares a los
obtenidos en larvas de R. americana, en las cuales la MP es permeable a moléculas menores de 100
kDa (Bolognesi et al. 2008), en A. aegypti y Anopheles gambiae (Giles, 1902) (Diptera: Culididae)
la MP es permeable a moléculas iguales o menores a 148 kDa (Edwards y Jacobs-Lorena 2000). El
paso de moléculas de hasta 148 kDa indica que la MP en larvas L4 de B. impateins tiene poros de
hasta 9 nm (Edwards y Jacobs-Lorena, 2000). El tamafio de los poros de la MP en las larvas de los
dipteros tiene un rango de 7.5-9 nm de didmetro (Bolognesi et al. 2008; Terra 2001; Edwards y
Jacobs-Lorena 2000; Miller y Lehane 1990; Terra y Ferreira 1983). Este tamafio de poro sugiere que

la MP es permeable a proteinas globulares de aproximadamente 148 kDa. Nuestros resultados son
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consistentes con el hecho de que macromoléculas como las enzimas digestivas deben atravesar la MP
para realizar la digestién del bolo alimenticio.

Las larvas de B. impatiens se han asociado con el transporte de hongos fitopatégenos (Marin et al.
2015a), debido a que los conidios pasan por el tracto digestivo sin sufrir dafio alguno en su capacidad
de germinacién lo que podria indicar que el tamaiio del poro de la MP impide el paso de los conidios
al espacio ectoperitréfico, aunque se requiere de un estudio mas detallado.

El intestino medio es la regién responsable de la digestion y la absorcién (Dow 1986). El presente
estudio muestra que el intestino medio de la L4 B. impatiens estd dividido en las regiones anterior,
media y posterior, como se describi6 previamente para larvas de G. infestinalis (Roelfstra et al. 2010).
Se observaron tres tipos de células: epiteliales, regenerativas y endocrinas, presentes también en la
L4 de O. togoi (Intakhan et al. 2014). Las células epiteliales que constituyen el intestino medio
anterior son columnares aplanadas, sin aumento del drea que estd en contacto con el lumen y su
funcién parece ser de unién de los ciegos gastricos con el intestino medio, ademdas de que presentan
microvellosidades cortas. Las células columnares que constituyen el epitelio del intestino medio y
posterior tienen microvellosidades largas en la membrana plasmatica apical y por lo tanto, el area de
la membrana disponible para la secrecion o absorcidn se incrementa. La membrana plasmatica basal
tiene numerosos pliegues, que forman un laberinto de canales complejo, estdn generalmente
relacionadas con el transporte activo de agua e iones (Terra et al. 1988) y pueden estar involucradas
en flujos de intestino medio importantes para la translocacién de enzimas y productos de la digestién
(Terra y Ferreira 2005). Las células regenerativas en larvas de B. impatiens son similares a las
reportadas por Evangelista y Leite (2003) en larvas de D. hominis, pero segin Terra et al. (1988)
parecen estar ausentes en algunas larvas de dipteros. El papel de las célula endécrina en el control de
los funciones del intestino medio atin no esté claro, pero en los vertebrados estas células tienen una
funcién en la regulacién de las actividades intestinales (Lehane 1997; Boonsriwong ef al. 2006; Taha
et al. 2010).

EL pH del intestino medio es una propiedad ambiental interna que afecta la actividad de las enzimas
digestivas y es el resultado de la adaptacién de un insecto ancestral a una dieta particular (Terra y
Ferreira 2012). Por lo regular, las larvas de dipteros detritivoros de Nematocera tienen un gradiente
de pH en el intestino medio, con una alta alcalinidad en el intestino medio anterior y bajo nivel del
pH en la regién del intestino medio posterior, caracteristica que ha sido reportada en L. longipalpis
(Do Vale et al. 2007), A. gambiae (Neira et al. 2008) C. quinquefasciatus (Nunes et al. 2010) y T.
abdominalis (Martin et al. 1980). El pH en la L4 de B. impatiens, presenta un comportamiento similar
al de las larvas de Nematocera, por lo que la funcién de cada regién del intestino medio de B.

impatiens, puede ser similar a la que reporta Neira et al. (2008) para larvas de A. gambiae, donde los
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ciegos géstricos y el intestino medio posterior tienen una funcién de metabolismo de proteinas y
carbohidratos y en menor medida el metabolismo y absorcién de lipidos. Ferreira y Terra (1982), al
analizar la actividad enzimatica especifica en diferentes regiones del intestino medio de larvas del
sidrido detritivoro R. americana, que se alimenta de hongos y materia organica, sugirieron que los
ciegos géstricos y el intestino medio posterior son los principales compartimentos donde se produce
la digestiéon de protefnas y carbohidratos, con poca o ninguna participacién del intestino medio
anterior y sefialaron que en las larvas de los dipteros, los ciegos gastricos son particularmente ricos
en peptidasas, mientras que la actividad de carbohidrasas fue mas abundante en el intestino medio
posterior.

Los altos niveles de alcalinidad del intestino medio anterior estdn relacionados con la solubilizacién
de complejos proteina-tanino, o la extraccion de hemicelulosa del detritus foliar ingerido (Terra.
1990). Ademas, la alta alcalinidad del intestino medio anterior puede actuar en las particulas de humus
y en los microorganismos presentes en la dieta de la larva, lo que permite la solubilizacién y
dispersion mads facil y rdpida de proteinas, carbohidratos complejos y lipidos y facilita la accién de
las enzimas digestivas (Terra 1988). Neira et al. (2008) reportan que el pH tan alcalino en el intestino
medio sugiere que la absorcién de lipidos es intensa en esta region, ya que las condiciones alcalinas
en el intestino de insectos podrian reducir la precipitacién de sustancias surfactantes como la
lisolecitina, presentes en el fluido intestinal, lo que a su vez facilita la solubilizacién de lipidos en la

dieta y el transporte a través de las células de la mucosa (De veau y Schultz 1992).

Conclusiones

El tracto digestivo de larvas de cuarto instar de B. impatiens se divide en mesenterén, estomodeo y
proctodeo. Las células que lo componen son columnares, regenerativas y enddcrinas. La digestién
del bolo alimenticio se realiza en el intestino medio, tienen dos ciegos gastricos bien desarrollados,
donde existe una gran absorcién de nutrientes. La MP es del tipo II, con un tamafio de poro que
permite el paso de moléculas de hasta 150 kDa. Tiene cuatro tubos de Malpighi. El intestino medio
tiene un gradiente de pH que va de alcalino (intestino anterior) a neutro (ciegos géstricos e intestino
medio posterior). Presenta un mecanismo de recirculacién que mejora la digestién y optimiza la
produccién de enzimas que van del espacio endoperitréfico al ectoperitréfico y viceversa. Las
caracteristicas morfofisilégicas mostradas por las larvas permiten confirmar que son organismos bien

adaptados como detritivoros.
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CONCLUSIONES

1. Los conidios y metabolitos de bajo peso molecular de B. bassiana, producidos
mediante fermentacién sélida y suministrados por ingestién, en condiciones de
laboratorio, son métodos efectivos para el manejo de larvas de B. impatiens.

2. Es el primer estudio cientifico que documenta el efecto insectistatico de los
metabolitos de bajo peso molecular de Beauveria bassiana sobre B. impatiens.

3. Los metabolitos y conidios de B. bassiana protegen entre 97-100% a las
plantulas de P. montezumae contra larvas de B. impatiens durante 60 dias en
invernadero.

4. Los metabolitos de bajo peso molecular de B. bassiana danan las células
epiteliales del intestino medio y los ciegos gastricos, causando reduccion en las
microvellosidades, provocando que las larvas no puedan asimilar los nutrientes;
ocasiona un efecto insectistatico en B. impateins, manifestandose en la
prolongacién del ciclo de vida, alteracién de la metamorfosis y malformaciones
al insecto.

5. Elintestino en las larvas de B. impatiens tiene caracteristicas morfofisoldgicas,
que les permiten eficientar la asimilacién de nutrientes confirmando que son
fitéfagas y detritivoras.

6. Los conidios y metabolitos de bajo peso molecular de B. bassiana son una
alternativa para ser aplicados de manera preventiva y correctiva para el manejo
de B. impatiens en plantulas de P. montezumae en invernadero y viveros.

Finalmente, los resultados obtenidos permitieron cumplir el objetivo general y los

especificos de manera satisfactoria.
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PERSPECTIVAS

Identificacion de las moléculas que se encuentran en los metabolitos
secundarios de bajo peso molecular, asi como las responsables del efecto
insecticida e insectistatico.

Establecer las condiciones para el escalamiento de la produccién de
moléculas con efecto insectistatico de B. bassiana.

Validacién en invernaderos y viveros comerciales el uso de conidios y
metabolitos de bajo peso molecular de B. bassiana para el control del mosco
fungoso negro.

Generar un protocolo de transferencia de tecnologia de bioinsecticidas para
el manejo de B. impatiens en viveros e invernaderos, para productores e

instituciones gubernamentales.
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