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EFECTO DEL ORDEN DE INOCULACION EN LA INTERACCION DE LOS
HONGOS Pandora blunckii Y Zoophthora radicans AL INFECTAR LARVAS DE

Plutella xylostella

Erika Janet Zamora Macorra, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2012.

La palomilla dorso de diamante (P. xylostella) es considerada la principal plaga
insectil en cultivos de cruciferas a nivel mundial. Los hongos entomopatdgenos P.
blunckii y Z. radicans han sido encontrados infectando larvas de este insecto en
condiciones naturales y provocando epizootias. La interaccion y posible
competencia entre estas dos especies al compartir un mismo recurso (P. xylostella)
es muy probable, y el resultado de tales interacciones puede ser modificado por
diversos factores entre los que se encuentra el orden de inoculacién. Para estudiar
esto se realizaron experimentos para determinar el efecto del orden de inoculacién
de estos dos patégenos en la infeccion de larvas de P. xylostella. Primero, se estimé
la virulencia de 5 aislamientos de P. blunckii, posteriormente se hizo un experimento
de inoculacién dual utilizando el aislamiento NW449 (originario de México) de P.
blunckii, y los aislamientos NW386 y NW250 (originarios de México y Malasia,
respectivamente) de Z. radicans, donde el orden de inoculacién entre aislamientos
de las dos especies fue alternado. El primer experimento demostré que todos los
aislamientos tienen una virulencia similar hacia larvas de P. xylostella. El
experimento de inoculacion dual demostré que estos hongos tienen la capacidad de
co-existir; sin embargo, el orden de inoculacion afecto significativamente el resultado
de estas interacciones, donde el mayor efecto se observd entre los aislamientos
NW250 y NW449, ya que en esta combinacion la mayor proporcion de infeccion la
logré el aislamiento inoculado al final. Nuestros resultados muestran un efecto
significativo del orden de inoculacién, y sugieren un papel importante del sistema
inmune de la larva y el origen geografico de los aislamientos, en el resultado final de
una interaccién. Las implicaciones de estos resultados en el uso practico de estos

aislamientos para el control biolégico de P. xylostella es discutido.



INOCULATION ORDER AFFECTS THE OUTCOME OF INTERACTIONS
BETWEEN Pandora blunckii AND Zoophthora radicans IN Plutella xylostella
LARVAE

Erika Janet Zamora Macorra, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2012.

The Diamondback moth (P. xylostella) is considered the most important pest of
crucifers worldwide. P. blunckii and Z. radicans has been found infecting P. xylostella
larvae populations in the field. Within-host interactions between the two species are
very likely to occur and the outcome of such interactions may be modified by many
factors, including the order of inoculation. Experiments were carried out to determine
the effect of the order of inoculation between isolates of these two fungal species
when infecting P. xylostella larvae. Firstly, the virulence of five P. blunckii isolates
was tested against P. xylostella. Secondly, we did dual inoculation experiments
using the P. blunckii isolate NW449 (Mexico) and the Z. radicans isolates NW386
and NW250 (from Mexico and Malaysia respectively) evaluating two possible isolate
combinations and alternating the order of inoculation between both fungal species
when inoculated in P. xylostella. The virulence of the five P. blunckii isolates against
P. xylostella larvae was similar. The dual-inoculation experiment showed that both
fungal species can co-exist in P. xylostella populations, however, the most
interesting results were achieved when isolates NW250 and NW449 were used,
obtaining the highest proportion of infection with the isolate inoculated last. Our
results showed a significant effect of the order of inoculation, and suggest an
important effect of the insect’s immune system and geographical origin of isolates, in
the outcomes of an interaction between both fungal species. The implications for

using these fungal species for the biological control of P. xylostella is discussed
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I. INTRODUCCION

En México el cultivo de brasicaceas es importante ya que se siembran
alrededor de 22,698 ha de brécoli y 816 ha de coliflor (SIAP, 2010). Estas especies
tienen importancia nacional porque son productos de exportacion, generan divisas y
son una excelente y constante fuente de empleo (Altamirano et al., 1997; Suarez-
Vargas et al., 2006).

A pesar de que las brasicaceas se cultivan en al menos 10 estados en el pais,
el estado de Guanajuato genera el 70% de la produccion nacional (SIAP, 2010).
Debido a la importancia del brécoli en este estado, se ha establecido un
agrupamiento de industrializacion y comercializacion de este cultivo y se destina
alrededor del 95% a la exportacion. Los principales mercados de destino son
Estados Unidos de América y otros clientes menores como Japdn y algunos paises
de Europa (Pozo et al., 2003).

La produccién y calidad del brocoli es afectada por factores bidticos vy
abidticos. Entre los primeros se encuentran la incidencia de plagas insectiles, de las
cuales las mas importantes son la palomilla dorso de diamante, Plutella xylostella
(Linnaeus), el pulgdn de la col Brevicoryne brassicae (Linnaeus), el pulgén verde del
durazno Myzus persicae (Suizer), el pulgdon verde opaco de la col Liphaphis erysimi
Kaltenbach, las mosquitas blancas Bemisia tabaci (Gennadius) y Trialeurodes
vaporariorum (Westwood), el gusano falso medidor de la col Trichoplusia ni
(HUbner), la mariposita blanca de la col Leptophobia aripa (Boisduval), la mosca de
la raiz de la col Hylemia sp. (Meigen) y la chinche arlequin Murgantia histrionica
(Hahn) (Ramos, 2000; Rojas, 2006; Bautista, 2006; Anaya y Romero, 1999).

La palomilla dorso de diamante P. xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) se
considera uno de los insectos plaga mas importantes para las brasicaceas, ya que
las larvas consumen el area fotosintética; sin embargo, el dafio mas importante es
provocado por la presencia de larvas y pupas en las plantas pues reduce la calidad
del producto para el mercado de exportacion. Su manejo ha ocasionado un

incremento en los costos de produccion de estos cultivos (Bujanos y Marin, 2005)



debido a que el umbral de accion es de tan solo 0.5 larvas por planta (Maltais et al.,
1994). En México esta plaga esta catalogada como cuarentenaria, establecido en la
NOM-081-FITO-2002, y en el estado de Guanajuato es la plaga mas importante en

cruciferas (Urzua et al., 2006).

Para el combate de P. xylostella el método mas utilizado es el uso de
insecticidas organosintéticos, entre los que se encuentran Pirimor (pirimicarb),
Folidol (paratiéon metilico), Confidor 350 (imidacloprid), Sevidan 70 (endosulfan),
Ambush 34 (permetrina), Naled 90 (naled), Tracer (spinosad) y Tamardén 600
(metamidofés) (Ramos, 2000). El uso intensivo de estos productos ha ocasionado
que el insecto sea resistente y que sus enemigos naturales sean eliminados,
ademas, de que la posibilidad de encontrar residuos quimicos en el producto

comestible se incrementa (Bujanos y Mejia, 2008).

Como alternativa de manejo se ha utilizado el insecticida microbiano
proveniente de la bacteria Bacillus thuringiensis, aunque, también se han reportado
casos de resistencia a éste (Pérez y Shelton, 1997). Ante tal situacion, el control
biolégico sigue siendo una de las opciones mas viables, especialmente cuando una

sola especie de insecto es la plaga principal o dominante (Sarfraz et al., 2005).

Existen otros enemigos naturales de P. xylostella que aun no tienen la difusién
y aplicacion comercial; por ejemplo, en México (Velasco-Silva et al., 2000) y otras
regiones del mundo donde se producen cruciferas (Riethmacher y Kranz, 1994) se
han encontrado en condiciones naturales a los hongos entomopatégenos Pandora
blunckii (Bose&Mehta) y Zoophthora radicans (Brefeld) Batko como responsables
de epizootias en poblaciones de P. xyllostela. Estas dos especies pertenecen al
orden de los Entomophthorales, el cual incluye cerca de 200 especies patdégenas de

insectos y presentan un elevado grado de adaptabilidad (Pell et al., 2001).

La presencia de dos especies de hongos entomopatdogenos presentes en el
mismo sistema, genera la pregunta obligada del tipo de interaccion que se podria
dar entre dos especies compitiendo por el mismo recurso. En general, las

interacciones de patdgenos dentro del mismo hospedante son pobremente



entendidas pero es muy probable que tengan efectos importantes sobre la dinamica
de poblacion del mismo (Mideo et al.,, 2008), la estructura de la comunidad
(Pedersen y Fenton, 2006), la ecologia y las dinamicas de evolucion tanto del
hospedante como del parasito (Moore, 2002; Thomas et al., 2005). A su vez, el
resultado de tales interacciones puede estar influenciado por diversos factores,
entre los que destacan la virulencia (Gower and Webster, 2005), la dosis (Staves
and Knell, 2010), la relacion genética que exista entre los patégenos (Alizon and van
Baalen, 2008; Brown et al., 2001) e inclusive el orden de inoculacién (Thomas et.
al., 2003). El estudio de estas interacciones podra ayudar a comprender estrategias
de sobrevivencia, las cuales proporcionaran bases para entender qué pasaria al
liberar un aislamiento en un lugar determinado con fines de control biolégico, al
interactuar con otras especies de hongos ya presentes en el mismo sistema,
informacion que incrementara el conocimiento y entendimiento de la ecologia de

estos microorganismos.

Las interacciones entre Z. radicans y P. blunckii representan un sistema
importante de estudio tanto econdmico como ecolégico, ya que ambas especies de
hongos entomopatégenos coexisten en poblaciones de campo de P. xylostella, y es
probable que interactuen durante el proceso de infecciéon (Guzman-Franco et al.,
2009).

La informacion acerca de la interaccion entre estas dos especies de hongos es
limitada, y soélo se ha reportado a la dosis de inoculacion como un factor importante
que puede modificar el resultado de esta interacciéon (Guzman-Franco et al., 2009)
Asi mismo, la interaccién in vivo durante el proceso de infeccion de ambos
patdgenos también ha sido estudiada, donde el comportamiento de Z. radicans
durante el proceso de infeccién puede ser diferente al resultado final de dicha
interaccion (Guzman-Franco et al., 2011), lo cual sugiere que el sistema inmune del
insecto también podria tener un papel importante en el resultado de la interaccion

entre ambas especies de hongos entomopatégenos.

A pesar de existir cierta informacién acerca de la interaccion entre ambas
especies de hongos entomopatdgenos, el estudio de factores adicionales que podria

modificar el resultado de dicha interaccion es importante, ya que mientras mas
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informacion se obtenga de la interaccidon de estas dos especies, mas elementos se
dispondran para disefiar un programa de manejo microbiano de esta plaga mediante
estas dos especies de hongos entomopatdgenos. A la fecha, no existe informacién
sobre el efecto del orden de inoculacion de dichos patégenos sobre larvas de P.
xylostella. Con base en esta informacion, se realizd esta investigacion donde se
estudio el efecto del orden de inoculacién en el resultados de la interaccion de
aislamientos de P. blunckii y Z. radicans, seleccionados con base en virulencia y
otras cualidades como esporulacién en el cadaver y hospedante hacia larvas de P.

xylostella.

1.1. Objetivo

Estudiar el efecto del orden de inoculacion de conidios de Z. radicans y P.

blunckii en la interaccion de estos patdgenos al infectar larvas de P. xylostella.

Dicho objetivo se pretende cumplir mediante los siguientes objetivos

especificos:

e Estimar la virulencia relativa de aislamientos de P. blunckii hacia larvas de P.

xylostella.

eDeterminar el efecto que podria tener el orden de inoculacién de P. blunckii

y Z. radicans al infectar larvas de P. xylostella.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos se ubican virtualmente infectando a todos los
grupos taxonodmicos de insectos y se han desarrollado como una importante
estrategia dentro del contexto de manejo integrado de insectos plaga (Roy et al.,
2006). Existen mas de 700 especies de hongos patégenos de insectos incluidos en
aproximadamente 90 géneros, representados en el Reino Mycota (Hajek and Leger,
1994); sin embargo, solamente un pequeno porcentaje de estos son considerados,
por su potencial, como agentes de control microbial. Estos se encuentran dentro de
los Phyla Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota (Alexopoulus et al., 1999;
Lépez y Scorsetti, 2007; Blackwell, 2010).

Dentro de los Zygomycota se encuentra el orden Entomophthorales, donde las
especies reportadas son consideradas biotréficas, producen hifas cenociticas y
esporas de resistencia denominadas zygosporas (esporas sexuales) y azygosporas
(esporas asexuales), por lo que son capaces de sobrevivir en condiciones
desfavorables. Ademas, durante la invasion producen cuerpos hifales y protoplastos
que carecen de pared celular, con lo que evitan ser detectados por el sistema
inmune del insecto (Pell et al., 2001); se dispersan en el cuerpo del insecto,
obtienen sus nutrientes y ocasionan su muerte del hospedero (Charnley, 2003).
Posteriormente, al germinar, producen conidios mucilaginosos que pueden ser
primarios, secundarios o terciarios, los cuales son disparados mediante presion
hidrostatica; algunos géneros como Zoophthora y Neozygites producen ademas una

estructura llamada capiloconidio.

Existen mas de 200 especies de Entomophthorales (clase Zygomycetes) que
infectan una amplia variedad de artrépodos, y cada especie puede ser altamente
especifica para su hospedante (Papierok y Hajek, 1997). Las especies dentro de
este orden son mejor conocidas por su habilidad para causar epizootias
espectaculares en poblaciones de afidos, chicharritas, chapulines, moscas, cicadas,

larvas de coledpteros y lepidépteros. Sin embargo, estas epizootias causadas
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naturalmente, a menudo ocurren de forma tardia para tener valor econémico por lo
que se ha propuesto la aplicacion de inoculo para acelerar el proceso de la
enfermedad (Tanada y Kaya, 1993).

Con frecuencia se han estudiado a los Entomophthorales para evaluar el
potencial que tienen para controlar insectos plaga, pero la produccién a gran escala
de la mayoria de estas especies entomopatdégenas para su uso como
micoinsecticidas no ha sido posible aun, debido principalmente a las dificultades con
el crecimiento in vitro del hongo y a su estabilidad en campo. A pesar de esto, se
estan explorando algunos usos alternativos como la manipulacion de especies para
el control biolégico clasico, la induccion de epizootias y control biolégico por
conservacion. Al respecto, se han documentado dos ejemplos de control biologico
clasico que involucran asociaciones con hongos entomophthorales. El primer caso
lo constituye Entomophaga maimaiga (Humber, Shimazu, and Soper) y la palomilla
gitana, Lymantria dispar (Linnaeus), en EUA (Elkinton et al., 1991; Hajek et al.,
1995) y el segundo, el hongo Z. radicans y el pulgdn Theriaphis trifolii (Monell) f.
maculata, en donde un aislamiento del hongo encontrado en Israel fue liberado en
Australia (Pell et al. 2001).

2.1.1. Zoophthoraradicans y Pandora blunckii (Zygomycetes: Entomophthorales)

Solo dos especies de entomophthorales, Z. radicans y P. blunckii, han sido
encontradas infectando a P. xylostella (Velasco-Silva et. al., 2000; Tomiyama y Aoki,
1982). Sin embargo, existe mas informacion sobre la capacidad infectiva de Z.
radicans ya que esta especie se ha encontrado naturalmente infectando a otras
especies de insectos (Mcguire et al., 1987). Estas especies han demostrado ser
agentes potenciales de control microbial para P. xylostella (Furlong et al., 1995) ya
que, por ejemplo, Z. radicans puede infectar larvas y adultos en los 3 a 4 dias
posteriores a la inoculacién (Pell et al., 1993b; Furlong et al., 1995), y P. blunckii
puede infectar larvas de P. xylostella 5 o 6 dias posteriores a la inoculacion. En
ambos casos se ha documentado que no hay efectos visibles de la infeccién de
estas especies entomopatdégenas en las larvas hasta pocas horas antes de su

muerte, que es cuando el cuerpo cambia de color verde a amarillento (Tomiyama y
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Aoki, 1982; Furlong et al., 2000). En infeccion de adultos, para el caso de Z.
radicans, no se observan efectos obvios, Unicamente que el movimiento de estos es

severamente restringido 24 horas previas a la muerte (Furlong et al., 1997).

Una caracteristica importante de estos hongos es la produccion de esporas de
resistencia debido a que, a pesar de que dichas estructuras pueden sobrevivir por
mas tiempo, actuaran mas lentamente como micoinsecticidas, pues las esporas no
estaran disponibles para infectar a nuevos individuos de inmediato (Pell et. al.,
2001). Algunos aislamientos de Z. radicans pueden producir dichas estructuras;
éstas tienen una pared gruesa y permanecen dentro del cuerpo del hospedante
muerto (Pell et. al., 2001). Este atributo es ampliamente variable audn entre

aislamientos de la misma especie (Pell et. al., 2001; Guzman-Franco et. al., 2009).

En P. blunckii no se han encontrado la formacién de esporas de resistencia
dentro de cadaveres de P. xylostella (Tomiyama y Aoki, 1982; Guzman-Franco,
2005).

2.1.2. Ciclo de infeccioén

Los hongos entomopatégenos producen esporas infectivas (conidios) que se
adhieren, germinan bajo condiciones ambientales adecuadas, y penetran la cuticula
de su hospedero sin tener que ser ingeridas. No se ha reportado la presencia de
toxinas de importancia para la progresion de la infeccién (Pell et al., 2001); sin
embargo, los conidios son metabodlicamente muy activos justo antes de germinar, lo
cual ocurre inmediatamente después de hacer contacto con su hospedante
(Steinhaus, 1949). Una vez dentro del huésped, proliferan mediante estructuras
multicelulares (protoplastos, blastosporas, hifas) y se alimentan de sus
hospedantes. Finalmente, matan a su hospedero y producen mas conidios para su
transmision, o estructuras de reposo para su persistencia en condiciones
ambientales desfavorables (Roy et al., 2006). El proceso de infeccién esta
fuertemente influenciado por factores bidticos y abidticos; es necesaria una
humedad superior al 95% para la germinacién y esporulacion de conidios, y la

velocidad con la que matan puede ser modulada por la temperatura. Su ecologia,
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fisiologia y el ciclo de vida son muy variables, lo que refleja la adaptacién para
superar las limitaciones ambientales y las defensas del hospedante (Inglis et. al.,
2001; Pell et al., 2001).

Las especies de Entomophthorales exhiben un proceso continuo de
adaptaciones, desde dispersion activa de conidios mediante la descarga producida
post-mortem del hospedante, hasta la ausencia de esta dispersion activa en
especies de hongos en las que la actividad del hospedante asegura la dispersion de
conidios antes de su muerte. Al ser biotréficos, mantienen vivo al hospedante hasta
que todos los recursos se agotan, y normalmente su actividad se restringe a
hospedantes foliares (Evans, 1989; Pell et al., 2001).

2. 2. Interacciones entre patégenos

Una comunidad es un conjunto de poblaciones de diferentes especies que co-
existen e interactuan dentro de una misma area. Las interacciones tradicionalmente
son consideradas como directas; es decir, que dos especies participan en una
confrontacion, como por ejemplo una interaccion trofica (uno consume al otro) o

competitiva (competencia por interferencia) (Meyling and Hajek, 2010).

Las especies también pueden interactuar entre si indirectamente cuando dicha
interaccion esta mediada por un tercero; por ejemplo, si dos especies consumen un
recurso comun pero nunca se encuentran, tendran una interaccion indirecta debido
a que una especie reduce la cantidad del recurso disponible para las otras especies
(competencia por explotacién), en este caso la interaccion estda mediada por el

recurso compartido (Meyling and Hajek, 2010).

Es comun encontrar dos 0 mas especies de parasitos o genotipos infectando a
su hospedante (Cox, 2001; Read and Taylor, 2001; Moore, 2002; Thomas et al.,
2005). En infecciones ocasionadas por mas de un patégeno, las interacciones entre
patdgenos y hospedantes puede finalizar de tal manera que la poblacién de uno o

ambos patégenos aumente, uno o ambos sean eliminados, o uno se incremente y el



otro sea eliminado (Cox, 2001). Las interacciones dentro del mismo hospedante son
poco entendidas pero es probable que tengan efectos importantes sobre su
dinamica poblacional (Mideo et al., 2008), la estructura de su comunidad (Pedersen
and Fenton, 2006), la ecologia y las dinamicas de evolucion tanto del hospedante

como del parasito (Moore, 2002; Thomas et al., 2005).

La ocurrencia de multiples parasitos dentro de un solo hospedante hace que su
competencia sea inevitable ya que este representa un recurso limitado (May vy
Nowak, 1995) y existe una capacidad de carga para la biomasa total de los
parasitos que los recursos del hospedero soportaran. Normalmente el crecimiento
de los parasitos dentro del huésped sera, por lo tanto, denso dependiente y
disminuira a medida que se aproxima a la capacidad de carga (Anderson, 1982;
Ebert, 2000). En la comparacion de infecciones inter e intraespecificas, el resultado
de la competencia depende de un numero de factores, incluyendo el tiempo de
inoculacion, la temperatura, la dosis y, con mucha importancia, la relacion genética
e interaccion que hay entre los parasitos dentro del hospedero (Staves and Knell,
2010).

La naturaleza de la competencia dentro de un hospedero ha sido descrita
como un continuo entre dos extremos: super-infeciones, donde el parasito o
patégeno mas virulento elimina a aquellos menos virulentos, y las co-infecciones,
donde los parasitos difieren un poco en su virulencia y los recursos finales terminan
siendo compartidos entre los patdégenos (o en su forma mas simple, por parasitos
explotando diferentes nichos dentro del hospedante por lo que no compiten) (Nowak
y May 1994; May y Nowak, 1995).

La competencia entre parasitos dentro del hospedante puede ocurrir mediante
tres mecanismos: competencia por explotacién, competencia aparente mediada por

el sistema inmune y la competencia por interferencia (Read and Taylor, 2001).



2.2.1. Competencia por Explotacion

En este tipo de competencia, patdgenos de la misma o diferente especie
poseen nichos ecologicos superpuestos, y por lo tanto competiran mediante
infecciones multiples para acceder al recurso del hospedero. La competencia por
explotacion provoca la seleccién, ya sea para la divergencia de los recursos usados
entre organismos (Dayan and Simberloff, 2005) cuando hay alternativas de recursos
disponibles, o para generar adaptaciones que mejoren la capacidad de un
organismo para adquirir los recursos compartidos cuando no hay alternativas
(Abrams, 1987; Mideo, 2009).

2.2.2. Competencia aparente mediada por el sistema inmune

Las respuestas del sistema inmune del hospedero representan un gran desafio
para la supervivencia del parasito. Las adaptaciones que hacen los parasitos para
tener éxito en la competencia por explotacion, podria ser de igual manera ventajosa
en aparente competencia; por ejemplo, las estrategias que provocan mayores
densidades del parasito podrian asegurar que dicho parasito tenga una mayor
capacidad para compartir los recursos del hospedero, y asi tener una mayor
probabilidad de superar el sistema inmune del mismo (Mideo, 2009). En sistemas de
vertebrados, la posibilidad de aumentar el desempefio de una sola especie de
parasito puede ocurrir mediante efectos supresivos de la respuesta del sistema

inmune del hospedante.

La respuesta inmune provocada por un parasito modifica las condiciones
dentro del hospedero, y estos cambios tienen un impacto en la habilidad del
hospedero para resistir infecciones subsecuentes provocadas por diferentes
especies de parasitos, ya sea por la supresion o la facilitaciéon de infeccion vy
crecimiento (Cox, 2001). La respuesta inmune generada por la infeccidon de un
parasito también disminuye la probabilidad de que haya una infeccidén subsecuente
por otro parasito conespecifico, como se ha visto en experimentos de infecciones
secuenciales de esquistosomas en ratones y de malaria en lagartijas (Dumont et.

al., 2007). Este efecto que limita al competidor para utilizar los recursos del
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hospedero podria deberse solamente a una desventaja por la respuesta inmune
natural del hospedero; sin embargo, tedéricamente es posible que los parasitos
evolucionen para manipular esta respuesta inmune en su beneficio (Brown and
Grenfell, 2001).

Un ejemplo claro ha sido encontrado en estudios de infecciones subsecuentes
de larvas de filarias, donde las larvas inoculadas al inicio, y al convertirse en adultos,
fueron capaces de inducir la respuesta inmune del huésped que ataca a estados
larvarios a los cuales los adultos son inmunes. De esta manera, la respuesta inmune
beneficié a los adultos al evitar competencia, y al hospedante de futuras infecciones
(Rajakumar et. al., 2006).

En las interacciones competitivas entre parasitos (incluyendo explotacion,
interferencia y aparente competencia), puede ocurrir también ambas cosas, que
afecte la dinamica del otro parasito dentro del hospedero y que afecte el sistema

inmune del hospedero (Cox, 2001).

2.2.3. Competencia por interferencia

En este tipo de competencia, los parasitos evolucionan estratégicamente para
inhibir directamente el crecimiento, reproduccién o transmision de sus competidores,
ya sea quimicamente, por ejemplo la interaccion entre bacterias entomopatdgenas

que producen bacteriocinas (Massey et al., 2004), o mecanicamente (Mideo, 2009).

Algunas bacteriocinas tienen un rango amplio para matar diferentes especies,
sugiriendo que la produccion de ésta es una adaptacién para la competencia intra e
inter especifica. Ademas, experimentos in vivo han demostrado que las
bacteriocinas determinan el resultado de ambas competencias intra e inter
especificas (Kirkup and Riley, 2004; Massey et al., 2004). La produccion de las
bacteriocinas beneficia a todas las cepas genéticamente relacionadas que

comparten el mismo gen inmune dentro de una infeccién (Mideo, 2009).
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2.3. Virulencia

La virulencia es la capacidad para invadir y dafiar los tejidos del huésped, y a
menudo se mide por una respuesta del huésped a una dosis de indculo, conocida
comunmente como una concentracion letal media CLso (Papierok, 1982). Durante
las co-infecciones, la virulencia puede ser afectada por estrategias especificas de
los parasitos involucrados (Mideo, 2009), las cuales estan determinadas por las
propiedades del hospedante incluyendo la respuesta inmune (Graham et al. 2005;
Margolis y Levin, 2008). A su vez, debido a que la inmunidad puede ser una
interaccion genotipica especifica huésped-parasito, es probable que la virulencia
esté determinada por interacciones genéticas especificas entre ambos (Salvaudon
et al., 2005; Grech et al., 2006; Lambrechts et al., 2006; Lefévre et al., 2007).

La virulencia también puede estar influenciada por el area geografica de los
huéspedes y parasitos, ya que las dinamicas co-evolutivas pueden generar que los
parasitos sean mas virulentos hacia hospedantes que se encuentran en la misma
area (Parker, 1985; Manning et al., 1995; McCoy et al,. 2002; Thrall et al., 2002;
Greischar y Koskella, 2007) o que los hospedantes estén mejor adaptados a los
parasitos locales y estos sean menos virulentos (Kaltz et al., 1999). Por otra parte,
se cree que la relacidn genética que existe entre los patdégenos que estan en
competencia, regula el tipo de interaccion dentro del hospedero, por lo que habra un
mayor indice de explotacidén del hospedante, y por tanto un incremento de virulencia
(Alizon and van Baalen, 2008); sin embargo, otros autores argumentan que podrian
también llevar al decremento de la misma, (May y Nowak, 1995; Cox, 2001). El
aumento o disminucién de la virulencia depende criticamente de aspectos
especificos de comportamiento o actividad del parasito y de la respuesta del

hospedante a la infeccion (super-infeccion) (Thomas et al.,, 2003).

La mayoria de los estudios han encontrado que las mezclas de infecciones son
mas virulentas que las infecciones ocasionadas por un solo parasito (Inglis et al.,
1997; Ferguson y Read, 2002; Davies et al., 2002), o que la virulencia obtenida
equivale a la del aislamiento mas virulento (Hughes y Boomsma, 2004; Inglis et al.,
1997; Thomas et al., 2003). Generalmente las infecciones en insectos por mas de

un patégeno llevan a un incremento en el numero de hospedantes muertos

12



(Jacques and Morris, 1981; Abdel et al., 2010); sin embargo, las interacciones
pueden ser mas complejas, ya que la virulencia por si misma no provee una imagen
completa de la complejidad de una interaccion (Inglis et al., 1997; Thomas et al.,
2003; de Roode, 2004). Durante estas mezclas, otras caracteristicas pueden variar,
como por ejemplo la produccion de los estados de transmisidn puede ser
incrementada (Taylor et al., 1998; Davies et al., 2002; Taylor et al., 2002) o
disminuida (de Roode et al., 2003) e inclusive esta relacién también puede depender
del orden de inoculacion de los patéogenos (Thomas et al.,, 2003). Ademas, la
disminucién dentro del hospedero de patdgenos que no estan relacionados
genéticamente (diferentes especies) puede llevar, potencialmente, a una reduccion
en la cooperacién entre patdégenos, y por tanto, provocar que haya una disminucién
en los indices de virulencia ya que habra una mayor competencia entre los

patégenos (Alizon and van Baalen, 2008).

En infecciones multiples, a pesar de que se encuentre que la virulencia final
igualara a la del aislamiento mas virulento, esto no implicaria que la virulencia final
correspondiera a dicho aislamiento. En algunos estudios de etapas de transmision
se encontré que la infeccion fue producida por ambos aislamientos (Hodgson et al.,
2004; de Roode et al.,, 2003; Inglis et al., 1999), o inclusive, que la produjo
totalmente el aislamiento menos virulento (Hughes y Boomsma, 2004). La mayoria
de modelos tedricos asumen que los parasitos virulentos son mejores competidores
durante una co-infeccién, de manera que la competencia entre parasitos
seleccionara al que posea un mayor nivel de virulencia (Schorrin and Koella, 2003),
ya que los parasitos que matan a su hospedero y explotan al huésped rapidamente
después de muertos, deberian tener una mayor capacidad de desarrollo cuando
estdn en competencia con otros (Staves and Knell, 2010); ademas, las
caracteristicas que le ayudaran en la rapida explotacion del huésped seran
preferidas y seleccionadas con el paso del tiempo (van Baalen and Sabelis, 1995;
Gandon et al., 2001). Sin embargo, hay otros aspectos que podrian estar
influenciando el efecto de las interacciones in vivo de patdégenos sobre la seleccion
de la virulencia, tales como las dinamicas dentro del huésped (la accién del sistema
inmune y el incremento de la heterogeneidad y la poblacion de los patdégenos debido

a la co-infeccion) (Gandon et al., 2002; Brown et al., 2008) y las caracteristicas del
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patdgeno como el tipo de transmision, el numero de etapas de vida y el ciclo de vida
(Alizon and van Baalen, 2008). Ademas, se ha demostrado que la direccion de la
seleccién de la virulencia puede depender también del nivel del comportamiento
colectivo expuesto por los competidores, sugiriendo que en ciertas instancias, se

podria dar una reduccién en la virulencia (Brown et al., 2001).

2.4. Sistema inmune

A menudo, una infeccion se extiende dentro del cuerpo del hospedante sin
reaccion obvia por el sistema inmune, incluso cuando la infeccién podria
eventualmente conducir a graves dafios (Schmid-Hempel, 2008). A pesar de la
ventaja obvia de defenderse de la enfermedad y de la penetracion de los parasitos,
los hospedantes siguen siendo susceptibles y las respuestas inmunes varian
ampliamente entre las especies y las diferentes situaciones. La defensa contra el
parasitismo puede basarse en una variedad de mecanismos, incluyendo las
defensas por comportamiento (Moore, 2002), la inmunidad por agrupamiento
(Anderson and May, 1985) y los cambios de los parametros en el ciclo de vida
(Minchella, 1985). En esta cadena de eventos, la defensa inmune ocupa el ultimo
lugar (Schmid-Hempel and Ebert, 2003).

La Inmunidad de los insectos es un area de investigacion notable, pero poco
se sabe de cdmo los insectos reconocen a los hongos y como se inician sus
respuestas inmunes (Ratcliffe y Rowley, 1979; Butt et al., 1988; Hajek y St. Leger,
1994). Dicha defensa es una condiciéon que puede estar bajo regulacion del estrés
nutricional (Siva-Jothy and Thompson, 2002; Rantala et al., 2003) y ambiental; por
ejemplo, la respuesta inmune podria ser aumentada después de un plazo corto de
exposicion a un estrés ambiental, mientras que una exposicion prolongada podria

inhibir la misma respuesta (Goloway and Depledge, 2001; Sorvari et al., 2007).

El sistema inmune es adaptativo (Rosengaus et al., 1999) y es capaz de
responder efectivamente contra invasores extrafios, como lo son parasitos y
patdogenos, mediante encapsulacion celular, péptidos antimicrobiales, cascada de

profenoloxidasa y nodulacion por fagocitosis (Wilson, 2005). Por otra parte, un
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insecto podria adquirir una ventaja selectiva si es capaz de detectar el riesgo de
ataque de un hongo entomopatégeno y modificar su comportamiento evitando el
contacto y la transmision entre los insectos hospederos, o por medio de una
respuesta post-contacto como la limpieza (Chouvenc et al., 2008). A pesar de que
los hongos entomopatdgenos tienen la habilidad de adherirse firmemente a la
superficie del hospedero y penetrar directamente la cuticula para establecer la
infeccion (St. Leger et al., 1996), s6lo pocos insectos tienen la capacidad de evadir a
sus patégenos a través de la limpieza, por lo que el integumento quitinoso
esclerotizado de estos hospederos forma una eficiente barrera primaria contra la

mayoria de los microorganismos.

Una vez sobre la cuticula, antes de la emergencia del tubo germinativo, los
conidios se fijan por la accion conjunta de fuerzas hidrofébicas, secrecion de
mucilago y enzimas (Boucias et al., 1998); y ya fijos, la penetracion de la cuticula
del hospedero se logra por la combinacién de medios enzimaticos y mecanicos (Butt
et al., 1998). Durante este proceso se ha demostrado, mediante estudios de eventos
bioguimicos vy fisiolégicos de hongos en el hemocelo, que existe una provocaciéon y
supresion de la respuesta del sistema inmune del hospedero (Gillespie et al., 1997).
Asi mismo, se ha encontrado que los componentes del hospedante activados por
los conidios en la superficie cuticular o por los metabolitos del hongo liberados
durante las fases tempranas de germinacion, podrian ser responsables de la
supresion de la germinacion in vivo (Boucias and Latge, 1988). También se ha
establecido que basta con la sola abrasion de la cuticula para inducir un aumento en
los niveles de actividad antimicrobial de la matriz cuticular y del cuerpo graso
circundantes, por lo que el exoesqueleto del insecto parece participar activamente
en la respuesta inmune (Brey et al., 1993). Otra reaccion de defensa que se ha
observado es la melanizacién en la cuticula localizada alrededor del punto de
penetracion de la hifa del hongo; sin embargo, es poco probable que las lesiones
cuticulares causadas por la invasion de las células del hongo, opuestamente al dano

fisico, generen una respuesta inmune detectable (Wraight et al., 1990).

Una vez que el hongo ha llegado al hemocelo, generalmente hay dos
mecanismos de defensa fundamentales en los insectos, los cuales son la respuesta
humoral y celular (Ratcliffe y Rowley, 1979; Butt et al., 1988; Hajek y St. Leger,
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1994). Uno de los sistemas de activacion humoral mejor estudiados es la cascada
de activacion de profenoloxidasas (Soderhall y Smith, 1986), donde algunos
componentes de los hongos tales como b-1,3 glucano o quitina, pueden iniciar la
secuencia de activaciéon de dicha cascada (Kanost et al., 1990). La respuesta celular
incluye fagocitosis, formacion de ndédulos y encapsulaciéon (Gillespie et al., 1997), y
esta mediada por los hemocitos que son los responsables de identificar a la entidad
desconocida en la hemolinfa y, en algunos casos, de forma activa perseguir y

encapsular al objeto extrafio (Gunnarsson y Lackie, 1985; Hou y Chang, 1985).

En algunos casos, la respuesta celular ha sido reportada en hospedantes
antes de que la invasién del hongo alcance el hemocelo. Por ejemplo, en
infecciones de S. gregaria con Metarhizium anisopliae (Metsch.), los hemocitos
circulan y se agrupan en sitios sobre la superficie interna del integumento donde la
penetracion del hongo tomara lugar, lo cual se cree es consecuencia de la
produccion de compuestos solubles generados por el hongo o por la interaccion
hongo-hospedante, que estimula la migracion quemotactica positiva y el

agrupamiento de los hemocitos (Gunnarsson, 1998).

Frecuentemente se ha considerado que el resultado de una infeccién depende
de la resistencia del huésped vy la virulencia del parasito, donde la defensa inmune
del hospedero podria ser muy débil para responder, o el parasito muy virulento para
que la respuesta se observara. Sin embargo, los parasitos no simplemente resisten
la defensa inmune del hospedero, por el contrario, los parasitos activamente evaden
o manipulan el sistema inmunolégico para su propio beneficio (Schmid-Hempel,
2008). Existen evidencias que indican que la superacion de la defensa celular en
insectos durante la micosis implica la mediacion de metabolitos secundarios, tales
como las beauvericinas, ciclosporinas y destruccinas (Huxhman et al.,, 1989;
Cavelier et al., 1998), e incluso algunos hongos pueden producir toxinas que

aumenten su virulencia (Papierok and Coremans-Pelseneer, 1980).

Con respecto a los Entomophthorales, ademas de tener preferencias por el
huésped, poseen un conjunto de factores que pueden estar involucrados en el éxito
de la infeccion y en el crecimiento dentro del insecto hospedero tales como la

habilidad para adherirse, germinar y penetrar en la cuticula del insecto, la utilizacion

16



de los componentes de la hemolinfa para el crecimiento y la evasién de la respuesta
inmune del insecto (Hajek y St. Leger, 1994). En estos hongos, la respuesta celular
suele limitarse frecuentemente a la melanizacion cuticular en los sitios de
penetracion del hongo y no se observa una respuesta mediada por hemocitos
(Brobyn y Wilding, 1977; Brey et al., 1986; Butt et al., 1988), ya que la mayoria de
Entomophthorales se multiplican durante las primeras etapas de la colonizacion del
huésped como protoplastos sin pared (MacLeod et al., 1980; Kobayashi et al., 1984;
Keller, 1997) y por lo tanto, no atraen a los hemocitos (Dunphy y Nolan, 1982); sin
embargo, especies de Entomophaga, las cuales colonizan el hemocele en forma de
protoplastos son eficientemente encapsulados y fagocitados por los hemocitos de la

palomilla gitana (Lymantria dispar) (Butt and Humber, 1989).
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lll. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cria de Plutella xylostella

La cria de P. xylostella, proveniente del estado de Guanajuato, México, se
mantuvo en una camara de cria con un fotoperiodo 16:8, luz:oscuridad, y una
temperatura de 22 °C. El insecto se alimenté con plantas de brocoli variedad
WALTMAN.

3.2. Aislamientos de hongos

Los experimentos se llevaron a cabo con 2 aislamientos de Z. radicans y cinco
aislamientos de P. blunckii (cuadro 1). Todos los aislamientos estan conservados en
nitrégeno liquido en las colecciones del Laboratorio de Patologia de Insectos del
Colegio de Postgraduados, México, y en la Estacion Experimental de Rothamsted,
Inglaterra.

Cuadro 1. Aislamientos de Z. radicans y P. blunckii empleados en esta investigacion.
Todos los aislamientos estan resguardados en las colecciones de la Estacion Experimental
de Rothamsted, Inglaterra y el laboratorio de Patologia de Insectos, Colegio de
Postgraduados, México.

Especie Aislamiento Hospedante Origen geogréfico
Z. radicans NW386 P. xylostella México
Z. radicans NW250 P. xylostella Malasia
P. blunckii NW449 P. xylostella México
P. blunckii NW381 P. xylostella México
P. blunckii NW454 P. xylostella México
P. blunckii NW450 P. xylostella México
P. blunckii NW453 P. xylostella México
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3.3. Recuperacion de los aislamientos del nitrogeno liquido (NL)

Para recuperar los aislamientos del NL, un tubo criogénico se removi6 y se
transfiri6 a bafio maria por cinco minutos a 37-40°C. Inmediatamente después, el
tubo se colocé en alcohol al 95% durante dos minutos y se transfirid a una campana
de flujo laminar. El tubo se abrio, el micelio se retiré mediante un asa bacterioldgica
y se distribuyd en tres o cuatro cajas de Petri con medio SEMA (Agar Dextrosa

Sabouraud suplementado con leche y yema de huevo).

3.4. Estimacion de la virulencia relativa de aislamientos de P. blunckii hacia

larvas de P. xylostella

El objetivo de este experimento fue detectar si existen diferencias en virulencia

entre los aislamientos de P. blunckii (cuadro 1) hacia P. xylostella.

Los métodos para cada aislamiento fueron los mismos. Diferentes grupos de
larvas se inocularon con diferentes concentraciones de cada aislamiento. Para la
inoculacion, se tomaron 5 circulos del hongo (9 mm de diametro) y se colocaron
sobre papel filtro humedecido en la tapa de una caja de Petri de 55 mm de diametro.
Se prepararon seis cajas por cada aislamiento para los diferentes tiempos de
exposicion al hongo (57, 107, 257, 357, 45" y 60°). También se incluy6é una caja por
cada aislamiento del hongo, solamente con papel filtro humedo como testigo. Las
cajas de Petri con los circulos de hongos fueron expuestas a una humedad relativa
alta y se incubaron a 22 °C en oscuridad total por 18 horas antes de la realizacién

de los bioensayos.

Posteriormente, grupos de 15 larvas del tercer instar temprano se colocaron en
un circulo de hoja de brocoli de aproximadamente 40 mm de diametro, fijadas
previamente con 5 ml de agua-agar al 2% en la base de una caja de Petri de 55 mm
de diametro. Después de esto, un cubreobjetos de 10 mm de diametro se puso en el

centro de cada hoja de brécoli.
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Finalmente para la inoculacién, las tapas de las cajas Petri con el hongo,
previamente incubadas durante 18 horas, se colocaron sobre las bases de las cajas
conteniendo las larvas. Para obtener diferentes concentraciones del hongo, los
grupos de larvas fueron expuestos a los diferentes intervalos de tiempo
mencionados anteriormente. Los grupos de larvas utilizados como testigos se
mantuvieron por sesenta minutos bajo las mismas condiciones pero sin recibir
inéculo alguno. Transcurrido los diferentes tiempos de inoculacion, cada grupo de
larvas se transfirié a cajas ventiladas de polietileno de 500 mL, con una hoja de
brécoli como alimento. El experimento se incub6 a 22 °C en oscuridad total. La
infeccién se registré diariamente por 5 dias. Todo el experimento se repitié en 3

diferentes ocasiones.

El experimento se realizd bajo un disefio completamente al azar, y los
resultados se analizaron mediante un analisis Probit de modelos paralelos. Antes de
comparar la virulencia entre aislamientos, se observo si los datos de cada repeticidon
se podian combinar en un solo grupo de resultados. El andlisis consistié en aplicar
tres tipos de modelos. Primero, el ajuste de todos los datos a una sola linea Probit;
segundo, la diferencia entre las ordenadas al origen de los datos de cada repeticidon
y tercero la diferencia entre pendientes de cada grupo de datos. El mejor modelo se
seleccion6 en cada caso con base en pruebas parciales de F. Las concentraciones
que causaron el 50% de mortalidad se estimaron a partir del mejor modelo. Los

limites de confianza se calcularon de acuerdo al teorema de Fieller (Fieller, 1944).

Una vez evaluada la similitud entre repeticiones, se comparé la respuesta entre
aislamientos mediante el mismo tipo de analisis descrito anteriormente. Todos los

analisis se realizaron mediante el programa GenStat Ver. 8.0 (Payne et al., 2005).

3.5. Efecto del orden de inoculacion en la interaccion de P. blunckii y Z.

radicans en larvas de P. xylostella

Con base en los resultados de virulencia de P. blunckii (Seccion 3.4) y los de
Z. radicans (datos no publicados), se seleccionaron los aislamientos NW250 vy

NW386 de Z. radicans y el NW449 de P. blunckii para este experimento.
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El objetivo de este experimento fue conocer el probable efecto del orden de
inoculacion en el resultado de la interaccion entre P. blunckii y Z. radicans. Para
esto, se tuvieron 2 combinaciones de aislamientos NW250-NW449 y NW386-
NW449, y dos 6rdenes de inoculacion de cada una de estas combinaciones, es
decir, tratamientos donde un grupo de larvas se inoculd primero con el aislamiento

de Z. radicans y posteriormente con el aislamiento de P. blunckii, y viceversa.

La metodologia fue la misma para cada combinacion de aislamientos y se
describe a continuacién. Empleando la misma metodologia descrita en la seccion
3.4, dos grupos de 15 larvas de P. xylostella se inocularon durante 60 minutos con
conidios de Z. radicans. De éstos dos grupos, uno de ellos fue nuevamente
inoculado pero con conidios de P. blunckii por otros 60 minutos. El segundo grupo
inoculado con Z. radicans sirvi6 como testigo positivo para este hongo.
Simultdneamente, un tercer grupo de larvas fue inoculado unicamente con conidios
de P. blunckii, el cual sirvié como testigo positivo de éste. Un cuarto grupo de larvas
fue mantenido bajo las mismas condiciones de inoculacion, pero sin recibir conidios
de ninguna especie durante el mismo tiempo que tuvo el tratamiento que se inoculé
con las dos especies de hongo, y se consideré a este tratamiento como testigo
absoluto. Empleando el mismo numero de grupos de larvas de P. xylostella, todo el
procedimiento descrito anteriormente se volvié a realizar, pero alternando el orden
de inoculacion, es decir inoculando primero P. blunckii y posteriormente Z. radicans.
En cada una de las inoculaciones se coloco junto con las larvas, un cubreobjetos

circular de 10 mm de diametro para estimar la concentracién de conidios.

Después de las inoculaciones, cada grupo de larvas se transfirié a recipientes
ventilados de polietileno de 500 mL de capacidad, con trozos de hoja de brécoli, y
se incubaron a 22° C en total oscuridad. La mortalidad fue registrada diariamente
por cinco dias. Durante el registro de mortalidad, todas las larvas fueron clasificadas
en una de las siguientes categorias: viva, infectada por Z. radicans, infectada por P.
blunckii, infectada por ambos patdégenos y muerta por causas no identificadas. Para
identificar las causas de muerte, las larvas muertas fueron colocadas
individualmente en la base de una caja de Petri de 50 mm de didmetro conteniendo
papel filtro estéril, humedecido con agua destilada estéril. Las cajas de Petri se

incubaron invertidas a la misma temperatura de incubacion durante 48 horas. La
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posicion invertida permitié colectar los conidios disparados por los cadaveres de
larvas en cubreobjetos colocados en la base de las cajas de Petri. Posteriormente,
todos los cubreobjetos fueron fijados con lactofenol azul de algodén al 10%, en un
portaobjetos. La presencia o ausencia de conidios, asi como su identidad fue
registrada, con ayuda de un microscopio, mediante la morfologia de los conidios. En

esta fase, no se cuantifico las cantidades de conidios.

De manera simultanea, también se evalué la presencia de esporas de
resistencia en los cadaveres. Los cinco tratamientos en cada orden de inoculacion
(10 tratamientos) y en cada combinacion de aislamientos (2 combinaciones) fueron
realizados el mismo dia y el experimento completo fue repetido en tres ocasiones

diferentes.

3.5.1. Analisis estadistico

Cada combinacion de aislamientos fue analizado de manera independiente.
Los datos de cada combinacién, con sus dos ordenes de inoculacion, fueron
analizados mediante regresidn logistica (asumiendo una distribucion binomial) con
cada causa de muerte como una variable respuesta, ya sea mortalidad ocasionada
por Z. radicans, por P. blunckii, por ambos patégenos o por causas no
determinadas. El numero de larvas muertas fue una proporcion del total de larvas
evaluadas. Cuando se analiz6 la mortalidad debido a un aislamiento inoculado, solo,
0 en combinacion con otro aislamiento, Unicamente los datos de tratamientos donde
un aislamiento en especifico se inoculd fueron incluidos en el analisis, por lo que el
numero de datos y los grados de libertad fueron diferentes dependiendo de la
variable analizada. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa
GenStat ver. 8.0 (Payne et al., 2005).
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IV. RESULTADOS

4.1. Virulencia de aislamientos de P. blunckii hacia larvas de P. xylostella

El analisis Probit de modelos paralelos no encontré diferencias entre las
ordenadas al origen de cada linea Probit generada para cada aislamiento
(F480=1.87, P=0.124), ni entre las pendientes (F450=0.18, P=951). Lo que sugieren
que la virulencia de los diferentes aislamientos hacia larvas de P. xylostella es

similar.

De acuerdo con las CLsp obtenidas del analisis (cuadro 2), se observa que la
virulencia del aislamiento NW449 fue la mayor. A pesar de que esta diferencia no
fue estadisticamente significativa, este aislamiento fue seleccionado para continuar

con los experimentos de interaccion inter-especifica.

Cuadro 2. Valores de Clsy estimadas para cada aislamiento. LFI=Limite Fiducial
Inferior, LFS=Limite Fiducial Superior, CL=Concentracion Letal.

Aislamiento | CLs, (con/mm?) LFI LFS O. Origen Pendiente
NW449 497 173.2 3356 -1.683 0.5846
NW381 2374 296.4 1030421 “ “
NW454 3591 430 1802412 “ “
NW450 4358 685.8 884481 “ “
NW453 5183 581.7 3234786 “ “

4.2. Interaccién entre los aislamientos NW386 de Z. radicans y NW449 de P.

blunckii

La concentracion de conidios por mm? de cada aislamiento en cada uno de los
tratamientos, se muestra en el cuadro 3. En los tratamientos donde se inocularon
ambas especies, la concentracion de P. blunckii fue mayor comparada con Z.

radicans; sin embargo, esta diferencia fue consistente en ambos o6rdenes de
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inoculacion, por lo que se considera que este factor no tuvo un efecto en los

resultados.

Cuadro 3. Numero de conidios obtenidos por aislamiento en la interaccion NW449-

NW386.
Tratamiento Conidios/mm?
386 45.33
449 209.33
386+449 19 +188.66
386 48
449 303
449+386 165.33 + 16

Se presentan los resultados de infeccion para cada variable por separado,
infeccidén por P. blunckii, Z. radicans y por causas no determinadas. No se encontro

ninguna larva infectada por ambas especies de hongos.

4.2.1. Mortalidad ocasionada por P. blunckii (NW449)

No se encontraron diferencias entre las repeticiones (x22= 1.34, P=0.263), por
lo que todos los datos fueron combinadas para la comparacién entre tratamientos.
La proporcioén de larvas infectadas por P. blunckii fue significativamente mas alta en
el tratamiento donde unicamente se inoculé P. blunckii comparado con el
tratamiento donde se inoculé tanto P. blunckii como Z. radicans (x21= 15.35,
P<0.001) (Fig.1). Dicha diferencia no tuvo un efecto significativo en el orden de

inoculacidn entre ambos aislamientos (x?1= 0.15, P=0.696).
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Figura 1. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas con el aislamiento NW449
(P. blunckii) en la interaccion con NW386 (Z. radicans), donde se observa la
infeccidbn causada cuando se inoculd solamente a NW449 (primera columna),
cuando este fue inoculado primero (segunda columna) y cuando NW449 fue
inoculado después de NW386 (tercera columna). Las barras de error representan
intervalos de confianza (95%) transformadas a partir de la escala logistica. Los
numeros que estan entre paréntesis representan la concentracion promedio de
conidios inoculados (conidios/mm?).

4.2.2. Mortalidad ocasionada por Z.radicans (NW386)

No se encontraron diferencias entre las repeticiones (x22 =1.02, P= 0.361) por
lo que los datos fueron combinados para las siguientes comparaciones. La
proporcion de larvas infectadas por Z. radicans fue significativamente mayor en el
tratamiento donde Unicamente se inoculé Z. radicans en comparaciéon con el
tratamiento donde se inoculé Z. radicans y P. blunckii (Fig. 2) (xX?= 12.53, P<
0.001). Sin embargo, ésta diferencia entre ambas proporciones fue afectada
significativamente por el orden de inoculacion (x?1= 5.55, P= 0.019), ya que al
inocular primero P. blunckii, la proporcién de larvas infectadas por Z. radicans fue

menor que cuando las larvas fueron inoculadas primero con Z. radicans (Fig. 2).
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Figura 2. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas con el aislamiento NW386
(Z. radicans) en la interaccion con NW449 (P. blunckii), donde se observa la
infeccion causada cuando se inoculd solamente a NW386 (primera columna),
cuando éste fue inoculado después de NW449 (segunda columna) y cuando NW386
fue inoculado primero (tercera columna). Las barras de error representan intervalos
de confianza (95%) transformados a partir de la escala logistica. Los numeros que
estan entre paréntesis representan la concentracion de conidios inoculados
(conidios/mm?).

4.2.3. Larvas muertas por causas no identificadas

En todos los tratamientos se obtuvo una pequefia proporcién de larvas muertas
por causas no identificadas, pues no se encontraron conidios o esporas de
resistencia en los cadaveres o en los cubreobjetos utilizados. Dicha proporcion fue
similar entre las repeticiones (F», 10=1.08, P= 0.375). Asi mismo, esta proporcion fue
similar en todos los tratamientos (F2,10= 0.06, P= 0.946) y el orden de inoculaciéon no
afectod esta proporcion(F,,10 = 0.50, P=0.623) (Fig. 3).
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Figura 3. Proporcion de larvas de P. xylostella muertas por causas no identificadas
en la interaccién entre NW449 (P. blunckii) y NW386 (Z. radicans), donde se
observa la proporcién de larvas muertas en donde se inoculdé solamente a NW449
(primera columna), en donde se inoculé solamente a NW386 (segunda columna) y
en donde se inocularon a ambos patdgenos (NW449 y NW386) (tercera columna).
Las barras de error representan intervalos de confianza (95%) transformados a
partir de la escala logistica. Los numeros que estan entre paréntesis representan la
concentracién de conidios inoculados (conidios/mm?).

4.3. Interaccion entre los aislamientos NW250 de Z. radicans y NW449 de P.

blunckii

La concentracion de conidios inoculada por mm? en cada uno de los
tratamientos se muestra en el cuadro 4. En los tratamientos donde se inocularon
ambas especies, la concentracion de P. blunckii fue menor comparada con Z.
radicans; sin embargo, esta diferencia fue consistente en ambos érdenes de
inoculacion, por lo que se considera que este factor no tuvo un efecto en los

resultados.
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Cuadro 4. Numero de conidios obtenidos por aislamiento en la interaccion NW449-

NW250.
Tratamiento Conidios/mm?
250 213
449 277
250+449 244 + 66.33
250 321
449 296
449+250 145 + 435

4.3.1. Mortalidad ocasionada por el aislamiento NW449 de P. blunckii

No se encontraron diferencias entre las repeticiones (x22= 0.46, P=0.633), por
lo que todos los datos fueron combinados para la comparacién entre tratamientos.
La proporcion de larvas infectadas por P. blunckii no fue significativamente diferente
entre los tratamientos donde unicamente se inoculd P. blunckii y donde se
inocularon P. blunckii mas Z. radicans (x*= 3.72, P=0.054) (Fig. 4). Sin embargo, la
proporcion de larvas infectadas por P. blunckii fue mucho mayor cuando se inoculd
primero Z. radicans y después P. blunckii que viceversa (x*= 18.24, P<0.001) (Fig.
4).
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Figura 4. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas con el aislamiento NW449
(P. blunckii) en la interaccion con NW50 (Z. radicans), donde se observa la infeccion
causada cuando se inocul6 solamente a NW449 (primera columna), cuando éste fue
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inoculado primero (segunda columna) y cuando NW449 fue inoculado después de
NW250 (tercera columna). Las barras de error representan intervalos de confianza
(95%) transformados a partir de la escala logistica. Los numeros que estan entre
paréntesis representan la concentracién de conidios inoculados (conidios/mm?).

4.3.2. Mortalidad ocasionada por Z.radicans (NW250)

No hubo entre los datos de las diferentes repeticiones (x% = 0.43, P= 0.649),
por lo que los resultados fueron combinados para las comparaciones entre
tratamientos. La proporcion de larvas infectadas por Z. radicans fue
significativamente mayor cuando se inoculé Unicamente Z. radicans en comparacion
con las larvas donde se inocularon Z. radicans mas P. blunckii (x?= 10.93,
P<0.001) (Fig. 5). Esta diferencia tuvo un efecto significativo cuando el orden de
inoculacion fue modificado (x%= 5.50, P=0.019), de manera que la mortalidad
ocasionada por Z. radicans fue aun mas reducida al ser inoculado primero Z.

radicans y después P. blunckii que viceversa (Fig. 5).
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Figura 5. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas con el aislamiento NW250
(Z. radicans) en la interaccion con NW449 (P. blunckii), donde se observa la
infeccidbn causada cuando se inoculd solamente a NW250 (primera columna),
cuando este fue inoculado después de NW449 (segunda columna) y cuando NW250
fue inoculado primero (tercera columna). Las barras de error representan intervalos
de confianza (95%) transformados a partir de la escala logistica. Los numeros que
estan entre paréntesis representan la concentracion de conidios inoculados
(conidios/mm?).
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4.3.3. Mortalidad ocasionada por los aislamientos NW250 y NW449

No se encontraron diferencias significativas entre las repeticiones (X2 =1.60,
P=0.201). Solamente se obtuvieron larvas infectadas por ambos patégenos (NW250
y NW449) en donde se inoculd primero a P. blunckii y después a Z. radicans
(X?%,=12.07, P<0.001) (Fig. 6), lo que demuestra que el orden de inoculacién tuvo

una gran influencia en el resultado de dicha interaccion (X?1= 14.35, P<0.001).
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Figura 6. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas con ambos aislamientos
(NW250 de Z. radicans y NW449 de P. blunckii) en la co-inoculacién, donde se
observa que solamente cuando NW449 se inoculé primero se obtuvieron larvas
infectadas por ambos patdégenos. Las barras de error representan intervalos de
confianza (95%) transformados a partir de la escala logistica. Los numeros que
estan entre paréntesis representan la concentracion de conidios inoculados
(conidios/mm?).
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4.3.4. Larvas muertas por causas no identificadas

La proporcion de larvas muertas por causas no identificadas fue similar entre
repeticiones (F,10=0.05, P=0.947) y tratamientos (F210= 0.39, P= 0.676), y no fue
afectada por el orden de inoculacion (F1 10= 0.87, P= 0.351) (Fig. 7).
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Figura 7. Proporcion de larvas de P. xylostella muertas por causas no identificadas
en la interaccion de NW449 (P. blunckii) y NW250 (Z. radicans), donde se observa
la proporcion de larvas muertas en donde se inoculé solamente a NW449 (primera
columna), en donde se inocul6é solamente a NW250 (segunda columna) y en donde
se inocularon a ambos patégenos (NW449 y NW250) (tercera columna). Las barras
de error representan intervalos de confianza (95%) transformados a partir de la
escala logistica. Los numeros que estan entre paréntesis representan la
concentracién de conidios inoculados (conidios/mm?).
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V. DISCUSION

La virulencia de los aislamientos de P. blunckii hacia larvas de P. xylostella fue
similar, lo cual podria ser causa de que todos provienen de la misma zona
geografica y hospedante. Sin embargo, es interesante mencionar que los resultados
que se obtuvieron en este trabajo no fueron similares a los obtenidos en un estudio
anterior, en donde emplearon los mismos aislamientos pero una poblacion de P.
xylostella originaria de Filipinas (Guzman-Franco, 2005), siendo esta ultima
poblacion mucho mas susceptible. Esta diferencia pudo deberse a la relacion
especifica entre el sistema inmune del insecto utilizado (poblacién mexicana) y la
capacidad del patégeno para evadirlo, pues la virulencia esta determinada, entre
otras cosas, por las propiedades del hospedante, como lo es la respuesta inmune
(Graham et al. 2005, Margolis y Levin, 2008). De esta manera, cuando patégenos y
hospedantes son de la misma zona geografica puede suceder cualquiera de las
siguientes situaciones: que los patdégenos estén mejor adaptados a sus
hospedantes (Parker, 1985; Animado 1989; Manning et al., 1995; McCoy et al.,
2002; Thrall et al., 2002; Greischar y Koskella, 2007), o bien, que los hospederos
estén mejor adaptados a sus patogenos (Kaltz et al., 1999). Por tal motivo,
suponemos que la poblacién del insecto utilizado esta mejor adaptada a los
aislamientos probados mediante un proceso de co-evolucion, pues el origen

geografico de ambos es México.

Un ejemplo clasico donde se ha observado una disminucion de la virulencia
por el proceso de co-evolucion es el de la liberacion de un virus myxoma para
controlar conejos en Australia y debido a la fuerte presion de seleccion (Fenner and
Fantini, 1999) la resistencia de los conejos aument6 con el paso del tiempo. Esto
ultimo indica que las interacciones pueden ser modificadas no solo por los

aislamientos, sino también por el origen de la poblacién de los insectos utilizados.

La proporcién total de larvas infectadas obtenidas en la co-inoculacién entre
NW386 y NW449 fue menor a la obtenida en comparacion con los tratamientos
donde se inocularon los patdbgenos de manera individual; esto sugiere que podria

existir antagonismo entre estos aislamientos, fendmeno previamente reportado por
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otros autores y que sefala una competencia por los recursos compartidos (Guzman-
Franco et al., 2009).

La mortalidad de P. blunckii fue mayor a la obtenida por Z. radicans (NW386)
(Figuras 1y 2), sin embargo, esto podria estar influenciado por el mayor nimero de

conidios inoculados de P. blunckii (cuadro 3).

El orden de inoculacién tuvo un efecto significativo unicamente para NW386
(Fig. 2) y no para NW449 (Fig. 1), lo que significa que la reduccion en el numero de
larvas infectadas por NW449, al competir con NW386, fue consistente e
independiente del orden de inoculacién, lo que probablemente sea consecuencia de
la mayor concentracién de NW449 comparado con NW386 en ambos érdenes de
inoculacion. Por otro lado, la reduccion en el niumero de larvas infectadas por
NWa386, al competir con NW449, fue mucho mas drastica al ser inoculado primero
NW449, ya que al inocular primero NW386 el numero de larvas infectadas por este
aislamiento fue mayor comparado cuando se inoculd primero NW449; este resultado
sugiere cierto grado de competitividad por parte de NW386 quien pudo infectar mas
larvas al ser inoculado primero, a pesar de estar en desventaja numeérica
(concentracion) en comparacion con NW449. Resultados similares han sido
obtenidos en la interacciéon de dos clones de malaria (Plasmodium chabaudi) en
ratones, donde observaron que cuando un clon se inyecté primero no tuvo que
competir, a diferencia de cuando ambos se inyectaron en el mismo dia, o0 uno se

inyecto varios dias después de su competidor (de Roode et al., 2005).

En la combinacion NW250 y NW449, la proporcion de larvas infectadas con
NW449 fue similar en los tratamientos donde se inoculd unicamente NW449
comparado con los tratamientos donde se inoculd junto con NW250; sin embargo,
esta diferencia fue afectada por el orden de inoculacion, ya que interesantemente, la
mayor proporcion de larvas infectadas con NW449 fue cuando se inoculd primero a
NW250, lo cual sugiere cierto sinergismo en esta combinacion y, especificamente,
con este orden de inoculacion, ya que en esta combinacién, pero al inocular primero
NW449 y luego NW250, la proporcién de larvas infectadas por NW449 se redujo
drasticamente. Este mismo fendmeno se observdé en la proporcion de larvas
inoculadas con NW250, donde al inocular primero NW449 y después NW250, la
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proporcion de larvas infectadas por NW250 fue mayor que cuando se inoculd
primero NW250. El incremento en mortalidad ocasionado en los tratamientos donde
se inocularon ambos aislamientos en comparacién con el tratamiento donde se
inoculé unicamente un solo patdégeno, podria ser consecuencia del mayor numero
de conidios totales inoculados, ya que estos pueden actuar saturando la respuesta
inmune del hospedero, tal como fue observado en otros experimentos (Thomas et
al., 2003), y aumentar la probabilidad de éxito de los patéogenos. En el mismo
sentido, otros autores han senalado que la diferencia en el numero de conidios
inoculados por cada uno de los diferentes aislamientos en la interaccion influye
drasticamente en el resultado de la misma (Guzman-Franco et al., 2009); sin
embargo, nuestros resultados sugieren que, ademas del numero de conidios
inoculados, el orden de inoculacion tiene un efecto significativo en los resultados de

estas interacciones (Fig. 4).

En esta combinacion en especial (NW250 y NW449), se puede observar que
el orden de inoculacién fue muy significativo (Figs. 4 y 5), ya que en las
inoculaciones duales, el primer patégeno inoculado siempre fue el que produjo una
menor proporcion de larvas infectadas. Como es que el orden de inoculaciéon puede
afectar a los patdégenos durante la co-infeccién es poco conocido; sin embargo, se
cree que los patégenos en este tipo de interacciones, ademas de afectar la dinamica
del otro patdgeno, pueden afectar el sistema inmune del hospedero (Cox, 2001), por
lo que una probable explicacion seria que el patégeno que fue inoculado primero
tuvo que enfrentar directamente al sistema inmune de la larva y evadirlo, o que
significé un costo de energia para dicho aislamiento y, por tanto, el segundo
patdgeno no tuvo que realizar el mismo gasto de energia, y pudo invadir una larva

ya con el sistema inmune debilitado.

La importancia del sistema inmune en el resultado de interacciones entre
hongos entomopatdgenos ha sido reportada previamente. En un estudio donde se
infectaron hormigas (Acromyrmex echinator) con Metharhizium anisopliae var.
anisopliae (un patégeno virulento, obligado y generalista), y Aspergillus flavus,
(oportunista y generalmente avirulento), se observdé que el patégeno menos
virulento fue el que causo la mayor proporcién de hormigas infectadas durante la co-

infeccidon, lo cual se debid, probablemente, a que M. anisopliae var. anisopliae
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produjo toxinas durante su colonizacion que degradaron la respuesta inmune del
hospedero y esto le dio una mayor capacidad competitiva a A. flavus (Hughes and
Boomsma, 2009). Este tipo de interaccion, conocida como competencia aparente
mediada por el sistema inmune (Mideo, 2009), ha sido considerada una de la mas
importantes (Cox, 2001) y ocurre aun en invertebrados que poseen un sistema

inmune menos complejo (Hughes et al., 2004).

Unicamente en la combinacion NW250 y NW449 se obtuvieron larvas
infectadas con ambos patogenos, y especificamente cuando P. blunckii fue
inoculado primero (Fig. 6); esto pudo deberse a la mayor capacidad competitiva de
P. blunckii, pues es un especialista comparado con Z. radicans (Pell et al., 2001), lo
que le permitiria sobrevivir en el ambiente aun en presencia de otro patégeno en el
mismo hospedante. Por esto, cuando Z. radicans (NW250) se inocul6é después no
tuvo que enfrentarse al sistema inmune del insecto y, aunado a que P. blunckii hizo
un gasto de energia para evadir dicho sistema, pudo competir mejor por el recurso
compartido. Contrariamente, cuando P. blunckii fue inoculado al final no tuvo que
realizar el gasto de energia para evadir el sistema inmune y, al ser un mejor
competidor, desplazé completamente a Z. radicans, ya que no se obtuvieron larvas

en la infeccidon dual al inocularse primero P. blunckii.

Finalmente, las diferencias entre los resultados de estas interacciones
(NW250-NW449 y NW386-NW449) se debieron, probablemente, a las
caracteristicas biologicas de los dos aislamientos utilizados de Z. radicans, pues,
aunque ambos han sido aislados de P. xylostella, su origen geografico es diferente y
s6lo uno (NW386) es capaz de producir esporas de resistencia (Guzman-Franco,
2005). Lo anterior podria sugerir que el sistema inmune de la larva tiene una mayor
capacidad de defensa contra el aislamiento NW386, comparado con el aislamiento
NW250, provocando que la proporcion de larvas muertas sea diferente entre las
interacciones. Ademas, el numero de conidios inoculados del aislamiento NW250
fue mucho mayor a los del NW386 (cuadros 3 y 4), lo que también pudo provocar
que la mortalidad ocasionada por la interaccion NW449-NW250 fuera mayor a la
NW449-NW386 (Figura 2 y 5).
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A pesar de dichas diferencias, en ambas interacciones se encontraron larvas
infectadas por P. blunckii y por Z. radicans, lo cual sugiere que estas especies
tienen la capacidad de coexistir. Resultados similares han sido descritos

previamente por Guzman-Franco et al., (2009).

De forma general, el patdégeno que logré infectar el mayor numero de larvas
fue P. blunckii (Figura 1 y 4), seguido por NW250 y finalmente NW386. Dicho
resultado pudo deberse a la especializacion de cada patégeno, pues P. blunckii sélo
lo se ha encontrado infectando a P. xylostella, mientras que algunas especies de Z.
radicans pueden infectar a otros hospederos (Pell et al., 2001), lo cual sugiere que
P. blunckii, al ser un especialista, esta bajo una mayor presion de selecciéon y en
constante coevoluciéon con su hospedero (Combes and Theron, 2000),
probablemente porque las habilidades de este patdégeno para evadir el sistema
inmune e infectar a P. xylostella sean mejores a las de Z. radicans. Asi mismo,
también se sugiere que el origen geografico de los aislamientos de Z. radicans
podria jugar un papel importante, ya que el aislamiento NW386 de México fue

menos competitivo que el aislamiento exdético (NW250).

Al respecto, se ha sugerido que este proceso de co-evolucion deberia
favorecer a la especializacion, ya sea por la existencia de cambios funcionales que
limitan la capacidad de los generalistas en algun habitat o porque la evolucion
podria avanzar mas rapido dentro de un nicho mas estrecho (Whitlock, 1996). Sin
embargo, paraddjicamente solo una minoria de patdgenos son especialistas
(Woolhouse et al., 2001). En general, la teoria ha demostrado que no existe una
regla simple para determinar si los patégenos generalistas seran mas o menos
virulentos que los patdgenos especialistas, ya que existen ejemplos de patégenos
de humanos mostrando todas las posibles combinaciones de baja o alta virulencia
(Woolhouse et al., 2001).

Nuestros resultados son importantes ya que nos permiten tener una mejor
comprension de lo que podria estar sucediendo en condiciones naturales, durante
las co-infecciones de Z. radicans y P. blunckii en poblaciones de P. xylostella, pues
en campo es muy probable que estos patégenos tengan que interactuar y ademas,

que uno llegue o inicie su infeccién después del otro. De esta manera, se podran
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determinar mejores estrategias para futuros programas de control biolégico
utilizando estos hongos. Asi mismo, la combinacion NW449 y NW250 que es entre
un aislamiento nativo y un exético, comparado con la combinaciéon de dos
aislamientos nativos (NW449 y NW386) mostré cuan diferente puede ser el
resultado de una interaccion, lo cual refuerza aun mas la necesidad de tener
mayores estudios antes de introducir organismos exéticos en el ambiente, ya que
esto podria ocasionar cambios en la distribucion y abundancia de organismos
nativos, llegando incluso a la extincion local o global de estas especies (blanco o no
blanco) (van Lenteren, 2006). Entonces, una alternativa para reducir estos riesgos, y
en particular en el control biolégico aumentativo, seria hacer uso de especies
nativas (van Lenteren, 2006), como lo son los entomopatdégenos que hemos

estudiado.
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VI. CONCLUSION

Nuestros resultados sugieren que los patdogenos estudiados tienen la
capacidad de co-existir, por lo cual suponemos que en condiciones naturales es
muy probable que interactuen. Ademas, encontramos que el orden de inoculacion si
afecta el resultado de estas interacciones, probablemente por interacciones

especificas entre el sistema inmune del insecto y el aislamiento utilizado.

La influencia del orden de inoculacién fue mayor en la interaccidon entre NW250
y NW449; en donde el patégeno inoculado al final fue el que tuvo la capacidad de
infectar un mayor numero de larvas, pues se enfrenté a un sistema inmune

debilitado y su competidor habia sufrido, previamente, un gasto de energia.

El aislamiento NW250 parece ser mas competitivo que el NW386, esto pudo
deberse al origen geografico de ambos, pues es probable que el sistema inmune del
hospedante tenga una mayor capacidad para defenderse del aislamiento NW386
que del NW250.

En general, nuestros resultados indican que P. blunckii fue un mejor
competidor que el aislamiento mexicano de Z. radicans ya que infecté un mayor
namero de larvas. Lo cual sugiere que el proceso de co-evolucidon entre estos
patdbgenos y su hospedante ha provocado que P. blunckii tenga mejores
capacidades de infeccion, situacidon que no fue observado cuando P. blunckii

compitié con un aislamiento exético de Z. radicans (NW250).
Con la informacion obtenida se podran entender mejor la dinamica de las co-

infecciones y se determinaran estrategias mas adecuadas para la utilizacion de

estos hongos en futuros programas de control biologico de P. xylostella.
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