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DINAMICA DE INFECCIONES DUALES Y COMPETENCIA ENTRE
Zoophthoraradicans Y Pandora blunckii EN LARVAS DE Plutella

xylostella

RESUMEN

La competencia inter-especifica puede afectar la evolucion de los
patbgenos al modificar su distribucion, persistencia y sobrevivencia. Se
estudiaron las infecciones duales ocasionadas por Zoophthora radicans y
Pandora blunckii en poblaciones de Plutella xylostella. Dos aislamientos, uno
de cada especie de hongo, se inocularon en larvas de P. xylostella de manera
simultanea o con 4, 8 6 12 horas de diferencia entre ambos patégenos donde el
orden de inoculacion fue alternado. En general, la mayor proporcién de
infeccion se presentd en los tratamientos donde cada especie de hongo se
inoculé sola, en comparacién con aquellos en donde se inocularon
conjuntamente las dos especies de hongos. Con respecto a los tratamientos
donde se inocularon las dos especies de hongos, la mayoria de las larvas
infectadas que esporularon produjeron conidios Unicamente de una sola
especie. Este resultado tuvo una interaccion significativa con el orden de
inoculacioén. P. blunckii infectd menos larvas al ser co-inoculada con Z. radicans
independientemente del orden de inoculacion. Z. radicans infecté menos larvas
en presencia de P. blunckii pero Gnicamente cuando se inoculé primero; sin
embargo, cuando se inoculé después de P. blunckii, Z. radicans infectd mas
larvas logrando proporciones similares al tratamiento donde este aislamiento se
inoculd solo. La proporcion de larvas infectadas que produjeron conidios de las
dos especies de hongos fue baja, nunca por arriba del 20%, y la mayoria se
obtuvo cuando ambas especies de hongos se inocularon simultaneamente o
con una diferencia de cuatro horas entre ambas inoculaciones, ademas este
resultado fue independiente del orden de inoculacién. Ambos factores, orden
de inoculacion y la diferencia en los tiempos de inoculacion entre ambas
especies de hongos, contribuyeron a la sobrevivencia de Z. radicans y P.

blunckii al competir por el mismo hospedante (P. xylostella).



DYNAMICS OF DUAL INFECTIONS AND COMPETITION BETWEEN
Zoophthora radicans AND Pandora blunckii IN Plutella xylostella LARVAE

ABSTRACT

Within-host competition affects the evolution of pathogens modulating the
distribution, persistence and survival of entomopathogenic fungi. We
investigated dual-infections in Plutella xylostella populations using the
entomopathogenic fungi Zoophthora radicans and Pandora blunckii. One isolate
of each species was co-inoculated simultaneously onto P. xylostella larvae or
with 4, 8 or 12 hours between inoculation times (prior residency time), and the
order of inoculation was alternated. The greatest overall proportion of infection
in larvae occurred when either fungus was inoculated alone compared to when
they were dual-inoculated. When larvae were co-inoculated with both fungal
species, the greatest proportion of infected larvae produced conidia from only
one species, compared to larvae producing conidia from both fungi (dual-
infection). The proportion of infected larvae producing conidia from one fungus
had significant interaction with order of inoculation; Pandora blunckii infected
less larvae in the presence of Z. radicans regardless of the order of inoculation,
however, Zoopthora radicans infected less larvae in the presence of P. blunckii
but only when the former was inoculate first, when inoculated last Z. radicans
infected more larvae achieving proportions similar the treatment where this
pathogen was inoculated alone. The proportion of dual infected larvae was
never above 0.2 (approx. 20%) and the majority was obtained when both fungal
species were inoculated simultaneously or when the prior residency time was 4
h regardless of the order of inoculation. Both prior residency time and order of
inoculation contribute to the likelyhood that each competing species survives
during infection of P. xylostella.
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l. INTRODUCCION

Las interacciones entre diversos organismos dentro de un ecosistema pueden
ser muy complejas. Es muy comun que insectos herbivoros puedan ser
hospedantes de mas de un enemigo natural, por lo que éstos interactuaran
entre si y con el hospedante (Furlong y Pell, 2005). Una interaccion trofica inter
o intra-especifica es aquella en la que dos organismos diferentes comparten un
hospedante y uno de ellos se alimenta del otro (Rosenheim et al., 1995; Dixon,
2000; Brodeur y Rosenheim, 2000). Independientemente del tipo de interaccién
gue ocurra, ya sea como especies individuales o complejo de especies, los
enemigos naturales contribuyen al manejo de poblaciones de insectos plaga
(Roy y Pell, 2000).

La infeccién de un hospedante por dos especies diferentes de hongos
entomopatdégenos puede ser comun, pero el resultado de dicha interacciéon
puede ser muy variable. Por ejemplo, se ha observado que cuando dos hongos
entomopatdégenos con diferente virulencia interactdan, uno de ellos puede
inhibir las defensas del hospedante (generalmente el mas virulento), y
posteriormente el patdgeno avirulento o menos virulento es capaz de superar a
su competidor en la infeccion (Hughes y Boomsma, 2004). Este tipo de
interaccién, podria ayudar a entender el comportamiento de hongos
entomopatdégenos que al liberarlos en un lugar determinado interactiien con

aislamientos ya presentes en el sistema.

En México y en otras regiones del mundo donde se producen cruciferas,
se han encontrado en condiciones naturales a los hongos entomopatdgenos
Pandora blunckii Humber (Bose & Mehta) y Zoophthora radicans Batko
(Brefeld) (Entomophthoromycotina: Entomophthorales) infectando a Plutella
xyllostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), (Velasco-Silva et al.,, 2000;
Riethmacher y Kranz, 1994). Por lo que el estudio de las interacciones entre
estas dos especies infectando a P. xylostella, es importante porque aporta
mayor informacién para entender la ecologia de estas dos especies, y su papel
en la regulacién natural de la poblacion de P. xylostella, considerada como una

de las plagas mas importantes en el cultivo de cruciferas. Tan sélo en México



se siembran alrededor de 50, 000 hectareas de cruciferas, de las cuales el
72.42% son de brocoli, 12.45% de col y el 7.0% de coliflor (Bujanos, 2000). En
el Estado de Guanajuato esta plaga, también conocida como la palomilla dorso
de diamante, es la plaga mas importante de los cultivos de cruciferas en este
estado (Shelton et al., 1993; Bujanos, 2000). El control quimico es la medida
mas utilizada para el manejo de esta plaga. Algunos de los insecticidas de bajo
riesgo que se utilizan en el estado de Guanajuato son el benzoato de
emamectina, el indoxacarb y el spinosad (Barrera-Urzua et al., 2006). Sin
embargo, el uso inadecuado de estos agroquimicos propicia la pérdida de su
efectividad biol6gica en campo y representa una amenaza al ambiente y a la
salud humana debido al aumento en la frecuencia de las aplicaciones o al uso
de insecticidas de alto riesgo (Shelton et al., 1993; Talekar y Shelton, 1993;
Mau y Gusukman-Minuto, 2001; Zhao et al.,, 2002), por lo que el control
biologico y en particular el microbiano constituye una de las opciones mas
viables, especialmente cuando una sola especie de insecto es la plaga principal
o dominante, como es el caso de la palomilla dorso de diamante en cruciferas
(Sarfraz y Keddie, 2005).

Existe informacion muy limitada acerca del resultado de las interacciones
entre P. blunckii y Z. radicans al co-infectar larvas de P. xylostella. Se sabe que
la concentracion de los patégenos juega un papel importante en el resultado de
la co-infeccidbn (Guzméan-Franco et al., 2009), asi como el posible papel del
sistema inmune de la larva (Guzman-Franco et al., 2011). Adicionalmente,
informacién aun no publicada con estos dos patdégenos (Zamora-Macorra et al.
en prensa) y estudios con otros organismos sefialan que el orden y la diferencia
en los tiempos de invasion de patdgenos al hospedante (Jager y Schjgrring,
2006; Lohr et al., 2010) son importantes para definir el resultado de la
interaccién. Hasta ahora no existe informacién sobre Entomophthorales acerca
de su habilidad de poder infectar hospedantes previamente infectados por otra
especie, y si el tiempo de infeccion tras la inoculacion del primer patégeno

puede modificar el resultado de este tipo de interaccion.



La dinamica y ecologia de las interacciones entre patdgenos es compleja
y requiere ser estudiada ya que el conocimiento que se genere podria
proporcionar las bases para establecer estrategias de control bioldgico con

mayor probabilidad de éxito.

Con base en esta informacion, se planted la presente investigacion en la
cual se estudio la posibilidad de que aislamientos de ambas especies de
hongos pudieran infectar larvas de P. xylostella previamente infectadas por la
otra especie; asi mismo, se estudid si esta habilidad podia ser modificada por
el tiempo de infeccion de la primera especie inoculada y finalmente, si estos
resultados pueden ser afectados por los diferentes atributos biolégicos de los

aislamientos en estudio.

1. 1. Objetivo

El objetivo de esta investigacién es determinar la capacidad que tienen
aislamientos de las especies Z. radicans y P. blunckii de infectar larvas de P.

xylostella previamente inoculadas con alguno de estos patdgenos.



Il. REVISION DE LITERATURA

2. 1. Hongos entomopatdgenos

Existe una gran diversidad de hongos entomopatdgenos que pueden
causar infecciones letales y epizootias en poblaciones de insectos (Jankevica,
2004). En el reino de los hongos hay mas de 700 especies de
entomopatdégenos, la mayoria de los cuales se encuentran en las Divisiones
Zygomycota y Ascomycota (Roy et al.,, 2006). La Divisibn Ascomycota
anteriormente estaba dividida en los grupos Ascomycota y Deuteromycota
(hongos imperfectos); sin embargo, estudios morfolégicos y moleculares
recientes mostraron que muchos de estos hongos imperfectos, anteriormente
incluidos en la clase Hyphomyctes (Deuteromycota) eran las formas asexuales
de especies incluidas en el orden Hypocreales de la familia Clavicipitaceae,
siendo esta ultima su ubicacion taxonomica actual. La mayoria de los hongos
entomopatdégenos del grupo de los Entomophthorales estan en la Division

Zygomcota (Roy et al., 2006).

2.1. 1. Entomophthorales

Los Entomophthorales se encuentran en la Divisibn Zygomycota
(Alexopoulos et al., 1996). El orden Entomophthorales incluye mas de 200
especies patdgenas de insectos y acaros (Hajek et al.,, 2012). Existen seis
familias incluidas en este orden, Entomophthoraceae, Completoriaceae,
Ancylistaceae, Meristacraceae, Neozygitaceae y Basidiobolaceae (Humber,
1989). La familia Entomophthoraceae cuenta con una gran diversidad de
géneros dentro de los cuales se encuentran Pandora y Zoophthora (Humber,
1989).



La mayoria de los hongos entomopatdgenos del grupo de los
Entomophthorales presentan dos estructuras importantes: la primera son los
conidios primarios que son diseminados activamente a partir de conidioforos, y
la segunda es la formacion de esporas de resistencia, las cuales se presentan
cuando las condiciones nutricionales y/o fisicas son desfavorables para la
formacion del tubo germinativo (Thaxter, 1888; Ben Ze’ev and Kenneth, 1982 a,
b).

2.1.1. 1. Biologia de los Entomophthorales

La principal caracteristica de los Zygomycota es la produccién de
esporas de resistencia de pared gruesa llamadas zygosporas, que se originan
a partir de la unién de dos gametangios. Existen también otras estructuras
llamadas azygosporas que se forman partenogenéticamente (Alexopoulos et
al., 1996). En general, se considera que las zygosporas son esporas sexuales
y las azygosporas asexuales. Sin embargo, la cariogamia y meiosis son
procesos desconocidos en el orden de los Entomophthrorales (Humber, 1981;
Alexopoulos et al., 1996), por lo que para este grupo de hongos las zygosporas
y azygosporas solo sé diferencian en su modo de desarrollo de las esporas de
resistencia (Humber, 1981). Las esporas de resistencia representan el
mecanismo mas importante de supervivencia bajo condiciones adversas, y solo
germinan bajo condiciones ambientales favorables y cuando el hospedante
primario esta presente (Pell et al., 2001). Otra caracteristica importante de este
grupo es su habilidad de disparar el conidio primario activamente (Pell et al.,
2001; Tanada y Kaya, 1993), y la presencia de micelio cenocitico (sin septos)
(Alexopoulos et al., 1996).

Los hongos del grupo de los Entomophthorales tienen un ciclo de vida
muy caracteristico, inicia con la produccién de conidios en conidiéforos que
emergen del insecto infectado. Estos conidios, conocidos como primarios, son
disparados activamente por presion hidrostatica y pueden llegar a la superficie

de un hospedante adecuado, en donde, el proceso de infeccidon se inicia



nuevamente. Si los conidios primarios llegan a otra superficie que no sea un
hospedante, estos producen conidios secundarios, los cuales eventualmente
son también disparados. La produccién de conidios secundarios u otros de
mayor orden (terciarios etc.) continuan hasta que el protoplasma del conidio se

agota y este muere (Pell et al., 2001; Tanada y Kaya, 1993).

Algunos géneros como Zoophthora no siempre liberan los conidios
activamente (Wilding, 1986); en su lugar, éstos producen un capiloconidio en
un conidioforo elongado y delgado que durante su desarrollo, el citoplasma
contenido en el conidioforo es transportado hacia el capiliconidio (Humber,
1981; Alexopoulos et al., 1996). El capiloconidio es pegajoso y se adhiere a un
hospedante cuando éste pase cerca (Alexopoulos et al., 1996; Pell et al.,
2001).

2.1. 1. 2. Modo de infeccidon

La primera barrera que el conidio debe superar durante el proceso de
infeccion es la cuticula del insecto. De manera general, el conidio usa
mecanismos fisicos y enzimaticos para penetrar la cuticula que podria 0 no
incluir la formacion de estructuras especializadas de infeccion como los
apresorios (Pell et al., 2001). Una vez dentro del insecto, el hongo se reproduce
como cuerpos hifales o protoplastos. El hongo usa la reserva de nutrientes del
hospedante matandolo por inanicién (Pell et al., 2001). Una vez que el hongo
ha invadido por completo a su hospedante, y dependiendo de las condiciones
ambientales, emerge del insecto muerto produciendo conidiéforos y conidios
(Tanada y Kaya, 1993). Durante el proceso de invasion, los Entomophthorales
pueden tener un uso limitado de toxinas o puede ser nulo (Humber, 1984). Los
insectos infectados por algunas especies de este grupo de hongos son fijados
mediante rizoides en la superficie en donde el insecto se encontraba, lo que
incrementa la posibilidad de que un insecto sano se ponga en contacto con el

insecto infectado y se inicie una nueva infeccién (Pell et al., 2001).



Algunas especies como Zoophthora radicans producen esporas de
resistencia al final del ciclo de infeccion (Glare et al., 1989; Yeo et al., 2001).
Una vez que la espora de resistencia ha germinado, produce conidios primarios
con lo que el ciclo de vida inicia nuevamente (Pell et al., 2001).Aln no esta
definida la causa de su formacion (Glare et al., 1989; Hajek y St. Leger, 1994),
y es una caracteristica muy variable entre aislamientos de esta especie (Glare
et al., 1989).

2. 1. 2. Pandora blunckii

El género Pandora presenta nucleos grandes, generalmente = 5 um de
diametro y durante la interface presentan cromatina prominentemente
condensada. Los conidiéforos se ramifican en los apices, rara vez se bifurcan,
entrelazados semejando una estructura parecida a un himenio, suele presentar
una estructura parecida a cistidia 2-3 veces mas gruesa que los conidiéforos
estrechandose hacia la parte apical (Humber, 1989). Los conidios primarios son
ovoides a cilindricos, piriformes, clavados o fusionados sin tendencia a mostrar
simetria bilateral (la papila basal puede ser desplazada lateralmente desde el
eje), uninucleados y bitunicados (la capa de la pared se puede separar)
(Humber, 1989). Los conidios secundarios son mas o menos parecidos a los
conidios primarios, capiliconidio ausente (Humber, 1989), rizoides monohifales,
de 2 a 3 veces mas gruesos que los conidiéforos, altamente vacuolados que
terminan en disco adhesivo discoide o ramificado irregularmente (Humber,
1989). No se reporta la produccidon de esporas de resistencia. Pandora blunckii
es uno de los patdbgenos mas importantes que hasta la fecha tnicamente se ha
reportado infectando a la palomilla dorso de diamante P. xylostella (L.) (Pell et
al., 2001).



2. 1. 3. Zoophthora radicans

En el género Zoophthora las células vegetativas se desarrollan como
cuerpos hifales, los ndcleos son de tamafio medianos a grandes y presentan
granulos prominentes de cromatina condensada durante la interfase (Humber,
1989). Los conidiéforos son simples y se derivan de cuerpos hifales esféricos;
las células conidibgenas son ligeramente claviformes. La mayoria de las
especies presentan una estructura parecida a cistidia en himenio, de por lo
menos el doble de grosor de los conidiéforos (Humber, 1989). Los conidios
primarios son uninucleados, alargados o fusionados, a menudo fuertemente
curvados, papila basal ampliamente conica, bitunicada y uninucleada (Humber,
1989). Rizoides al menos dos veces mas gruesos que los conidiéforos o
células vegetativas (Humber, 1989). Las esporas de resistencia surgen por

gemacion de la célula parental (Humber, 1989).

Este hongo puede atacar a una amplia gama de 6rdenes de insectos
(Walter et al., 2003), entre ellos destacan insectos de importancia econdémica
gue atacan a cultivos horticolas como la palomilla dorso de diamante (Pell et
al., 2001).

2. 2. Interacciones intra-gremios

Un gremio es un grupo de especies que utilizan recursos idénticos y
potencialmente limitados por lo que compiten por estos (Root, 1967). La
eficiencia en la regulacién de especies plaga por agentes de control biol6gico
pueden estar influenciadas por este tipo de interacciones. Las interacciones
positivas intragremios resultan en la disminucién de la densidad de equilibrio de
la plaga; sin embargo, las interacciones negativas intragremios pueden alterar
el control de plagas ya que puede existir depredaciéon entre especies de
enemigos naturales (Baverstock et al., 2009). No hay un acuerdo acerca de si
es benéfico o no, la existencia de diversidad de enemigos naturales en el

control de plagas (Pell, 2007); sin embargo, se ha sugerido que la depredacién



entre especies puede ser negativa, ya que resultaria en un antagonismo entre
especies que reduciria la mortalidad del insecto hospedante o plaga (Roy et
al., 2003; Straub et al., 2008).

2. 3. Interacciones entre patégenos

Las interacciones negativas y positivas, como la competencia, la
depredacion y la simbiosis se consideran factores que determinan la estructura

y organizacion de las comunidades (Salles et al., 2003).

Una comunidad esta conformada por diversas especies, las cuales
eventualmente interactian a diferentes escalas espaciales y pueden afectar a
las deméas en su natalidad y mortalidad (Leibold et al., 2004; McCann et al.,
1998). La mayoria de las comunidades incluyen una serie de grandes
consumidores, pero no todas ellas son estrictamente mondéfagas, por lo que

muchos pueden competir por el mismo recurso o presa (Sih et al. 1985).

Los organismos estan expuestos a una gran variedad de patégenos, es
frecuente encontrar a un hospedante infectado por dos o mas especies (Cox,
2001; Read y Taylor, 2001). Estos tipos de interacciones dentro del
hospedante, aunque son poco conocidas, pueden tener efectos importantes en
la dinamica de las poblaciones del hospedante (Mideo et al., 2008), en la
estructura de la comunidad (Pedersen y Fenton, 2006), y en la evolucién del
parasito (Staves y Knell, 2010).

En infecciones mixtas, las interacciones entre los patogenos y el
hospedante son muy complejas por lo que pueden darse distintas situaciones;
puede ser que la virulencia aumente en uno o ambos patégenos infecciosos, o
uno o ambos puedan ser suprimidos, 0 que uno pueda ser exitoso para
colonizar al hospedante y suprimir a su competidor (Cox, 2001). Como
consecuencia, los enemigos naturales de los insectos han evolucionado de una
manera multitréfica, su interaccion puede ser de forma sinérgica, aditiva o

antagonista (Roy y Pell, 2000).



2. 3. 1. Sinergismo

Las interacciones sinérgicas se logran cuando la mortalidad de la
poblacion plaga causada por dos o0 mas enemigos naturales es mayor a la
causada individualmente por cada uno de ellos (Roy y Pell, 2000). En una
infeccion mudltiple, la interaccion de dos patégenos en un hospedante,
ocasionan una mayor virulencia (Bremermann y Pickering, 1983; Frank, 1996;
van Baalen y Sabelis, 1995). No obstante, la introduccion de variables
bioldgicas, como la escases de recurso del hospedante y la competencia que
pueden generar, puede cambiar drasticamente esta relacion (Chao et al., 2000;
Brown et al., 2002; Schjgrring y Koella 2003; West y Buckling, 2003).

2. 3. 2. Aditividad

La mortalidad aditiva es provocada cuando los enemigos naturales no
interactian, por lo que la mortalidad del hospedante es igual que la
combinacion de mortalidad individual causada por cada agente (Roy y Pell,
2000).

2. 3. 3. Antagonismo

Pueden existir tres posibles niveles de antagonismo (Ferguson y Stiling,
1996). En el primer nivel, los enemigos naturales interactian y como resultado
la mortalidad total de la poblacion plaga es menor que la mortalidad aditiva. En
el segundo nivel, la mortalidad total de la poblacién plaga es menor que la
mortalidad causada por una de las especies de enemigos naturales. En el
tercer nivel, la mortalidad total de la poblacibn plaga es menor que la
mortalidad causada por las dos especies de enemigos naturales cuando

ocasionan la infeccion por separado (Roy y Pell, 2000).
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2. 3. 3. 1. Competencia

La competencia es una interaccion entre individuos causada por una
necesidad compartida de un recurso en cantidades limitadas y que conduce a
una reduccion en la supervivencia, crecimiento y/o reproduccion de los

individuos que compiten (Begon et al., 1996).

La competencia es una de las interacciones potencialmente antagonicas
que daria lugar a la interferencia entre especies de enemigos naturales (Roy y
Pell, 2000). Existen tres tipos de competencia entre organismos que son
reconocidos por los ecologistas, la explotacion, la interferencia y la

competencia aparente (Read y Taylor, 2001).

En la competencia por explotacion uno de los organismos que
interactdan en la infeccion es capaz de desplazar al otro para aprovechar los
recursos disponibles del hospedante mediante adaptaciones que mejoran la
capacidad para adquirir dichos recursos (Mideo, 2009; Dayan y Simberloff,
2005)

En la competencia por interferencia, uno de los microorganismos inhibe
el crecimiento del otro, reduce la tasa de crecimiento de la poblacion y reduce

la virulencia de su competidor produciendo toxinas (Massey et al., 2004).

La competencia aparente es medida por el sistema inmune del
hospedero, ya que para los parasitos el sistema inmune presenta un gran
desafio para su supervivencia (Mideo, 2009). Sin embargo, pocas estrategias
de evasién mediante el sistema inmune estan adaptadas para tratar con un
doble desafio de la inmunidad para la competencia (Mideo, 2009). Por lo que la
respuesta inmune inducida por un parasito modifica el entorno del hospedante,
y estos cambios tienen un impacto en su capacidad para resistir las infecciones
sucesivas por diferentes especies de parasitos y facilita la infeccién (Cox,
2001).
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2. 4. Factores adicionales que afectan el resultado de una interaccion

El resultado de una interaccion también puede ser modificado por
diversos factores adicionales como diferencias genéticas entre poblaciones de
la misma especie de hospedante (de Roode et al., 2004; Hodgson et al., 2004),
el orden en que infectaron los patdégenos (Paul et al., 2004; de Roode et al.,
2005) y el modo de transmision de estos (Vizoso y Ebert, 2005).

2.4.1. Orden de infecciodn

Se ha sugerido que las diferencias en tiempo de eventos de infeccion
juega un papel muy importante en el resultado final de una interaccion (de
Roode et al., 2005; Jager y Scharring, 2006). Se considera que los patdégenos
gue encuentran a su hospedante ya infectado por otro patégeno estan en
desventaja, por dos posibles razones: primero por la reduccion de nutrientes, y
segundo por la activacion del sistema inmune del hospedante (Read y Taylor
2001; de Roode et al, 2005). Sin embargo, también se ha encontrado que un
patdgeno tiene ventajas al llegar a un hospedante previamente infectado por
que el hospedante podria ya tener su sistema inmune afectado por el primer
patbgeno y no poner resistencia a una nueva infeccion (Rolff y Siva-Jothy,
2003).

2. 5. Sistema inmune del insecto

Las defensas contra los parasitos y patégenos se deben a una variedad
de mecanismos, las cuales incluyen cambios en el comportamiento del insecto
como la defensa, la inmunidad de la poblacién y los cambios en los parametros
del ciclo de vida (Moore, 2002; Anderson y May, 1985; Minchella, 1985). En
esta lista de mecanismos, la defensa por el sistema inmune ocupa el ultimo
lugar (Schmid-Hempel y Ebert, 2003).
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Las defensas antimicrobianas en los insectos se establecen a través de
la respuesta celular, como la fagocitosis y la encapsulacién por hemocitos, y
respuestas humorales inmediatas como la sintesis de péptidos antimicrobianos
y la reaccion en cascada de la fenoloxidasa (pro-PO) (Gillespie et al., 1997,
Trenczek, 1998; Meister et al., 2000).

La activacion eventual de estas respuestas conduce a la sintesis de
melanina y la produccion de compuestos humorales como quinonas que
circulan en la hemolinfa (Schmid-Hempel y Ebert, 2003), los cuales son toxicos
para los microorganismos (Soderhall, 1998). Antes de que se formen nddulos
(capas de hemocitos) la melanina tiene la funcién de evitar la entrada,
encapsular y matar al invasor (Schmid-Hempel y Ebert, 2003). Para los hongos
Entomophthorales, la respuesta del insecto se limita a la melanizacion cuticular
en la region por donde penetra el hongo y la respuesta por hemocitos no es
activada (Brobyn y Wilding, 1977; Brey et al., 1986; Butt et al., 1988), ya que la
mayoria de estos hongos se desarrollan como protoplastos sin pared en las
primeras etapas de colonizacion del hospedante y no son reconocidos por los
hemocitos (MacLeod et al., 1980; Kobayashi et al., 1984; Keller, 1997; Dunphy
y Nolan, 1982).

l1l. HIPOTESIS

P. blunckii, al ser un patdgeno especialista puede infectar larvas

previamente inoculadas con Z. radicans.

Z. radicans, al ser un patdogeno generalista no puede infectar larvas

previamente inoculadas con P. blunckii.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4. 1. Cria de Plutella xylostella

La cria de P. xylostella se realiz6 en jaulas de acrilico de 35 cm de
ancho, 45 cm de largo y 48 cm de profundidad, las cuales se colocaron en una
camara de cria con un fotoperiodo de 16:8 horas de luz: oscuridad a una
temperatura constante de 22 °C. Los insectos se alimentaron con plantas de

brécoli (Brassica oleracea) var. Waltham.

4. 2. Aislamientos de Pandora blunckii y Zoophthora radicans

Los experimentos se llevaron a cabo con dos aislamientos de Z. radicans (Zr) y
P. blunckii (Pb) (Cuadro 1). Los aislamientos estan conservados en viales
criogénicos mantenidos en nitrogeno liquido (NL) en las colecciones del
Laboratorio de Patologia de Insectos del Colegio de Postgraduados, Texcoco,

México y en la Estacion Experimental de Rothamsted, Inglaterra.

Cuadro 1. Aislamientos de P. blunckii y Z. radicans.

Especie Aislamiento Hospedante Origen geografico

Z.radicans  Zr-NW386  P. xylostella México
Z.radicans  Zr-NW250 P. xylostella Malasia
P. blunckii  Pb-NW449 P. xylostella México
P. blunckii  Pb-NwW454  P. xylostella México
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4. 3. Recuperacion de los aislamientos de criopreservacion

Los viales criogénicos con los hongos se colocaron en un termo con NL.
Posteriormente, se transfirieron a un bafio Maria de 37-40°C durante cinco
minutos y se colocaron en alcohol al 95% durante dos minutos en una
campana de flujo laminar. El micelio de cada aislamiento se distribuyo
individualmente en tres o cuatro cajas Petri con medio de cultivo SEMA (Agar
Dextrosa Sabouraud suplementado con leche y yema de huevo).

4. 4. Interaccién de aislamientos de Z. radicans y P. blunckii en larvas de

P. xylostella

El objetivo de estos experimentos fue determinar la capacidad de Z.
radicans y P. blunckii para infectar larvas de P. xylostella a diferentes tiempos
de haber sido previamente inoculadas con uno de estos patdgenos. Se
estudiaron cuatro combinaciones de aislamientos (Cuadro 2). Cada

combinacion se considero como un experimento independiente.

Cuadro 2. Combinacion de aislamientos para la inoculacion dual evaluada en

larvas de P. xylostella.

Combinacion Aislamientos
1 Zr-NW250 VS Pb-NW449
2 Zr-NW250 VS Pb-NW454
3 Zr-NW386 VS Pb-NW449
4 Zr-NW386 VS Pb-NW454
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4. 4. 1. Preparacion del in6culo

El in6culo se establecié sobre la cara interna de tapas de cajas Petri de
50 mm de didmetro con papel filtro humedecido con agua destilada estéril para
inducir la esporulacion del hongo. Dicho inoculo consisti6 de 5 rodajas de
micelio de 9 mm de diametro obtenidas del borde de una colonia de 15 dias de

edad (“Tapa in6culo”).

Las tapas con los discos de micelio se colocaron en su base
correspondiente y se pusieron de manera invertida en una caja de plastico
acondicionada para asegurar una humedad relativa alta y favorecer la
esporulacién. Las cajas se mantuvieron a 22 °C durante 18 h antes de la

inoculacion de las larvas.

Para estimar la concentracion del in6culo, se colocé un disco de hoja de
brécoli embebido en 5 ml de agua-agar al 1.5 % en la base de una caja de Petri
de 50 mm de diametro (con el envés hacia arriba); sobre el centro de la hoja se
puso un cubreobjetos circular de 10 mm de diametro. La base se cubrié con su

tapa (“Base alimento”).

4. 4. 2. Inoculacién

En la “Base alimento” se depositaron 15 larvas de tercer instar temprano
y se cubrid con la “Tapa in6culo”, asi mientras las larvas se alimentaban iban
siendo inoculadas durante la esporulacion de las colonias. Este procedimiento

de inoculacién se aplicé para todas las combinaciones (Cuadro 2).
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4.4.2. 1. Establecimiento del experimento

Dos grupos de larvas (A-B) se inocularon con Z. radicans durante 30
minutos (Tiempo 12 — T12). Otros seis grupos de larvas (C-D, E-F, y G-H) se
inocularon independientemente y durante el mismo tiempo a las 4, 8 y 12 horas
después, dando lugar a los tiempos 8 (T8), 4 (T4) y 0 (TO), respectivamente.
Inmediatamente después de haber inoculado el dltimo par de grupos de larvas
(G-H) (T0), solo un grupo de cada par (A, C, E y G) se inoculd

simultdneamente durante 30 minutos con un aislamiento de P. blunckii (Fig. 1).

El segundo grupo de larvas de cada par (B, D, F y H) no se inoculd con
P. blunckii y se consider6 como el testigo positivo para la infecciébn con Z.
radicans. De manera simultanea, un grupo diferente de larvas se inoculd
Unicamente con P. blunckii, y se consider6 como el testigo positivo para la
infeccion con P. blunckii. El testigo negativo para cada uno de los tratamientos

(TO a T12) se estableci6é en un grupo de larvas sin inocular.

Todos los grupos de larvas tratadas se incubaron a 22° C en cajas
ventiladas de poliestireno conteniendo pedazos de hoja de brécoli y se
evaluaron cada 24h hasta que todas las larvas murieran o puparan. Las larvas
muertas se transfirieron individualmente a papel filtro humedecido, el cual se
colocé en la base de una caja de Petri de 50 mm de diametro. Las bases se
cubrieron con las tapas correspondientes en las que previamente se colocaron
cubreobjetos. Todas las cajas se incubaron de manera invertida durante 5 dias
adicionales a 22 °C, de manera que los conidios producidos por las larvas
infectadas fueron colectados en los cubreobjetos. El o los causantes de la
infeccion se determinaron por la presencia de conidios de cada especie de

hongo (Fig. 2).

Para los experimentos donde se observo la capacidad de Z. radicans de
infectar larvas con presencia de P. blunckii se empleo la misma metodologia
descrita anteriormente; pero las larvas se inocularon inicialmente con P.

blunckii y posteriormente con Z. radicans.
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Figura 1. Esquematizacion del disefio y aplicacion de los tratamientos con la
combinacioén de aislamientos.
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Figura 2. Estructuras para el reconocimiento del patégeno que gand la
infeccién. A) Conidios de P. blunckii. B) Conidios de Z. radicans. C) Esporas de
resistencia de Z. radicans. D) Capiliconidia de Z. radicans.

4. 5. Disefio experimental y andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron bajo un disefio completamente al azar,
en donde todos los tratamientos de todas las combinaciones se realizaron el

mismo dia y en tres ocasiones diferentes.

19



Los resultados se analizaron por separado para cada combinacion de
aislamiento y se hizo una regresion logistica con cuatro causas de mortalidad
como variables; (1) mortalidad por Z. radicans, (2) mortalidad por P. blunckii,
(3) mortalidad por ambos patdégenos, o (4) mortalidad por causas no
determinadas. La mortalidad se compar6é entre los diferentes tratamientos
dentro de cada combinacion y su interaccion con el tiempo transcurrido a partir

de su inoculacién con el primer patégeno.

Para cada combinacion de aislamientos se describieron Unicamente las

comparaciones en donde se obtuvo un efecto significativo (P<0.05).
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V. RESULTADOS

5. 1. Interaccion entre los aislamientos Zr-NW386 y Pb-NW449

5. 1. 1. Proporcion de larvas infectadas por Pb-NW449

La mayor proporcion de larvas infectadas por Pb-NW449 en el
tratamiento en donde UGnicamente se inoculd este aislamiento fue
significativamente mayor que en el tratamiento en donde se inocularon ambos
patégenos (Pb-NW449 y Zr-NW386) (F13=17.36, P<0.001) (Fig. 3). Sin
embargo, la proporcidén de larvas infectadas por Pb-NW449 se redujo cuando
este aislamiento se inocul6 primero que Zr-NW386 (F13,=11.38, P=0.002) (Fig.
3).
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O Zr-MWise: Pb-NW443 OPFp-MW443
0.7

06 {
N i |

0.2 {

01 l

Zr-NW3B6+PE-NW449 Pb-MyW449+Zr-NVW386

Praporcion de larvas infectadas por Ph-NVWM49

Figura 3. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas solo por Pb-NW449 y
en combinacién con Zr-NW386. El orden de colocacién del codigo de cada
aislamiento en las leyendas de los tratamientos con inoculacion dual (ambos
patogenos) representa el orden de inoculacion. Las barras de error representan
los limites de confianza al 95% transformados a partir de la escala logistica.
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5. 1. 2. Proporcion de larvas infectadas por Zr-NW386

En general, la proporcion de larvas infectadas con Zr-NW386 fue mayor
en aquellas que solo se inocularon con este aislamiento, en comparacion con
las larvas inoculadas junto con Pb-NW449 (F; 3,=4.93, P<0.034). Sin embargo,
la mayor proporcion de larvas infectadas con Zr-NW386 se observo cuando Pb-
NW499 se inoculd primero (F13,=28.19, P<0.001) (Fig. 4).
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Zr-MW3BE+Ph-MNW449 Phb-MW449+Zr-NW386

Proporcion de larvas infectadas por NZr-W386

Figura 4. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW386 y en
combinacion con Pb-NW449. EI orden de colocacion del codigo de cada
aislamiento en las leyendas de los tratamientos con inoculacion dual (ambos
patégenos) representa el orden de inoculacién. Las barras de error representan
los limites de confianza al 95% transformados a partir de la escala logistica.

5. 1. 3. Proporcion de larvas infectadas por Zr-NW386 y Pb-NW449

La proporcidbn de larvas infectadas por ambos patégenos mostro
diferencias significativas en funcion del el orden de inoculacion (Fi16=7.10,
P=0.017). La mayor proporcion de larvas infectadas se observo cuando Pb-
NW449 se inocul6 primero (Fig. 5). También se encontré un efecto significativo

en la proporcion de larvas infectadas con ambos cuando hubo una diferencia
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de 60 minutos y cuando hubo una diferencia de cuatro horas (4) (F3,16=4.61,
P=0.016) (Fig. 5).
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Figura 5. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW386 y Pb-
NW449. Se muestra infeccion lograda en tratamientos donde el orden de
inoculacién fue alternado, y en tratamientos donde se permiti6 diferentes
tiempos (0-12) entre las inoculaciones del primer y segundo patégeno. El orden
de colocacién del codigo de cada aislamiento en las leyendas de los
tratamientos representa el orden de inoculacién. Las barras de error
representan los limites de confianza al 95% transformados a partir de la escala
logistica.

5. 2. Interaccion entre los aislamientos Zr-NW250 y Pb-NW449

5. 2. 1. Proporcion de larvas infectadas por Pb-NW449

Se encontraron diferencias significativas en las proporciones de
infeccion logradas entre los tratamientos donde Unicamente se inoculé a Pb-

NW449 y en el tratamiento en el cual se inocularon Pb-NW449 mas Zr-NW250
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(F132=22.97, P<0.001). La mayor proporcion de mortalidad se encontro en el
tratamiento donde Pb-NW449 se inoculé solo (Fig. 6).
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Figura 6. Proporcién de larvas de P. xylostella infectadas por Pb-NW449 y en
combinacion con Zr-NW250. Las barras de error representan los limites de
confianza al 95%, transformados a partir de la escala logistica.

5. 2. 2. Proporcion de larvas infectadas por Zr-NW250

La proporcion de larvas infectadas con el aislamiento Zr-NW250 fue
mayor en el tratamiento donde Unicamente se inocul6 este patdégeno en
comparacion con el tratamiento donde se inoculd Zr-NW250 mas Pb-NW494
(F13.=5.49, P<0.025). Esta diferencia tuvo una interaccion significativa con el
orden de inoculacion ya que la mayor proporcion de larvas infectadas por Zr-
NW250 fue obtenida cuando este patégeno fue inoculado al dltimo
(F13=18.705, P<0.022). En las demas comparaciones no se obtuvieron
diferencias significativas en la proporcion de larvas muertas (P>0.05). La mayor
proporcion de mortalidad se obtuvo en el tratamiento inoculado Unicamente con
Zr-NW250 (Fig. 7).
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Figura 7. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW250 y en
combinacion con Pb-NW449, donde también se observa el efecto del orden de
inoculacion. El orden de colocacion del cédigo de cada aislamiento en las
leyendas de los tratamientos con inoculacion dual (ambos patégenos)
representa el orden de inoculacion. Las barras de error representan los limites
de confianza al 95%, transformados a partir de la escala logistica.

5. 2. 3. Proporcioén de larvas infectadas por Zr-NW250 y Pb-NW449

No se encontraron diferencias significativas en la proporcién de larvas

muertas en ninguna de las comparaciones (P>0.05) (Fig. 8).

25



=
[==]

=
-l

=
[=2]

=
wn

=
=

=
[¥%]

=
%]

1

U  mm

Zr-NW250+Pb-NW449 Pb-MW449+Zr-NW250

=
=y

Proporcion de larvas infectadas por Zr-NW250 y Pb-N\W449

Figura 8. Proporcién de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW250 y Pb-
NW449. Se muestra infeccidon lograda en tratamientos donde el orden de
inoculacion fue alternado. ElI orden de colocacion del cédigo de cada
aislamiento en las leyendas de los tratamientos representa el orden de
inoculacion. Las barras de error representan los limites de confianza al 95%
transformados a partir de la escala logistica.

5. 3. Interaccion entre los aislamientos Zr-NW386 y Pb-NW454

5. 3. 1. Proporcién de larvas infectadas por Pb-NW454

No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de la
mortalidad entre ninguna de las comparaciones (P>0.05) (Fig. 9).
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Figura 9. Proporcién de larvas de P. xylostella infectadas por Pb-NW454 y en
combinacion con Zr-NW386. Las barras de error representan los limites de
confianza al 95%, transformadas a partir de la escala logistica.

5. 3. 2. Proporcion de larvas infectadas por Zr-NW386

La mayor proporcion de larvas infectadas con Zr-NW386 fue obtenida en
el tratamiento donde Unicamente se inocul6 este patégeno en comparacién con
el tratamiento donde se inocularon ambos patégenos (Zr-NW386 mas Pb-
NW454) (F13,=8.85, P<0.006). Sin embargo, esta diferencia entre los
tratamientos donde Unicamente se inoculdé Zr-NW386 con respecto al
tratamiento donde se inocularon ambos patégenos fue mucho mas evidente
cuando en los tratamientos con inoculacion de ambos patdégenos, el
aislamiento Zr-NW386 fue inoculado primero (F13,=4.71, P<0.038). (Fig. 10).
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Figura 10. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW386 y en
combinacion con Pb-NW454, donde también se observa el efecto del orden de
inoculacién. El orden de colocacién del cédigo de cada aislamiento en las
leyendas de los tratamientos con inoculacion dual (ambos patégenos)
representa el orden de inoculacion. Las barras de error representan los limites
de confianza al 95%, transformadas a partir de la escala logistica.

5. 3. 3. Proporcioén de larvas infectadas por Zr-NW386 y Pb-NW454

No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de

mortalidad en ninguna de las comparaciones (P>0.05) (Fig. 11).
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Figura 11. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW386 y Pb-
NW454. El orden de colocacion del cédigo de cada aislamiento en las leyendas
de los tratamientos representa el orden de inoculacién. Las barras de error
representan los limites de confianza al 95% transformadas a partir de la escala
logistica.

5. 4. Interaccion entre los aislamientos Zr-NW250 y Pb-NW454

5. 4. 1. Proporcion de larvas infectadas por Pb-NW454

La mayor proporcion de larvas infectadas por Pb-NW449 fue obtenida
cuando Unicamente se inocul6 este aislamiento en comparacion con el
tratamiento donde se inocularon ambos patégenos (Pb-NW454 méas Zr-NW250)
(F132=8.97, P<0.005) (Fig. 12)

29



o
e

o
=l

o
o

o o o
B L i

Proporcion de larvas infectadas por Pb-NW454
(=] o
- A

Zr-NW250:Pb-NWW4S4 Pb-NW/454

Figura 12. Proporcién de larvas de P. xylostella infectadas por Pb-NW454 y en
combinacion con Zr-NW250. Las barras de error representan los limites de
confianza al 95%, transformadas a partir de la escala logistica.

5. 4. 2. Proporcion de larvas infectadas por Zr-NW250

La mayor proporcién de larvas infectadas por Zr-NW250 se obtuvo en el
tratamiento donde se inoculé Unicamente este patbgeno en comparacion con el
tratamiento donde se inocul6 Zr-NW250 mas Pb-NW454 (F;3.=10.94,
P<0.002). Este resultado tuvo una interaccion significativa con el orden de
inoculacion en los tratamientos donde se inocularon ambos patégenos, ya que
la menor proporcion de larvas infectadas con Zr-NW250 se obtuvo en el
tratamiento donde primero se inoculd Zr-NW250 (F; 3=7.23, P<0.011) (Fig. 13).
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Figura 13. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW250 y en
combinacion con Pb-NW454, donde también se observa el efecto del orden de
inoculacion. El orden de colocacion del coédigo de cada aislamiento en las
leyendas de los tratamientos con inoculacion dual (ambos patégenos)
representa el orden de inoculacion. Las barras de error representan los limites
de confianza al 95%, transformadas a partir de la escala logistica.

5. 4. 3. Proporcion de larvas infectadas por Zr-NW250 y Pb-NW454

La mayor proporcion de larvas infectadas con ambos patégenos, Zr-
NW250 y Pb-NW454, se obtuvo al tiempo O seguido por el tiempo 8, lo cual
representa el tiempo que se permitié entre la inoculacion con respecto del
segundo patogeno (F316=3.55, P<0.038) (Fig.14). Dicho resultado no tuvo una
interaccion significativa con el orden de inoculacion del patéogeno (F316=2.00,
P<0.155).
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Figura 14. Proporcion de larvas de P. xylostella infectadas por Zr-NW250 y Pb-
NW454. Se muestra la infeccion lograda en tratamientos donde se permitio
diferentes tiempos (0-12) entre las inoculaciones del primer y segundo
patdgeno. Las barras de error representan los limites de confianza al 95%
transformadas a partir de la escala logistica.

32



VI. DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que aislamientos de ambas
especies pueden coexistir en su hospedante; sin embargo, bajo ciertas
condiciones una especie es capaz de eliminar a la otra especie. En todas las
interacciones, la presencia de dos especies de patdégenos en la misma
poblacidon de larvas disminuyd significativamente la infeccion por un patégeno
determinado, en comparacion con las poblaciones de larvas donde Unicamente
se inoculé un solo patégeno, lo cual ya ha sido reportado por otros autores
(Guzman-Franco et al.,, 2009), quienes concluyeron que el resultado de la
interaccion entre aislamientos de estas especies esta determinada por la dosis
de inoculacién donde el aislamiento con la mayor concentracion de conidios
logrard infectar a una mayor proporcion de larvas. Sin embargo, existen otros
factores que también pueden modificar el resultado de una interaccion como
por ejemplo la virulencia (Gower y Webster, 2005), la dosis (Guzman-Franco et
al., 2009; Staves y Knell, 2010), la relacién que exista entre los patégenos
(Alizon y van Baalen, 2008; Brown et al., 2002), el orden de inoculacion
(Thomas et. al. 2003; Zamora-Macorra et al., en prensa) y el tiempo de
residencia de un patégeno en el hospedante con respecto al segundo patégeno
(de Roode et al., 2005).

En esta investigacion se consider6 necesario estudiar dos factores
importantes que podria modificar la interaccion, como es el orden de llegada de
los patdgenos involucrados y la diferencia en el tiempo de residencia entre el
primer y segundo patdgeno dentro del insecto hospedante. En la proporcion de
larvas infectadas unicamente por un patdégeno, independientemente de que
haya sido inoculada con uno o dos patdégenos, el orden de inoculacion tuvo el
mayor efecto; sin embargo esto afectd Unicamente a los aislamientos de Z.
radicans (Zr-NW250 y Zr-NW386), ya que al mayor numero de larvas
infectadas por cualquiera de estos dos aislamientos en los tratamientos
inoculados con ambas especies, Z. radicans y P. blunckii, siempre se obtuvo
cuando Z. radicans fue inoculado al dltimo (Figs. 2 y 5). Este efecto no se

observé con los aislamientos de P. blunckii, quienes pudieron infectar larvas de
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P. xylostella, aun en presencia de Z. radicans sin importar el orden de

inoculacion y tiempo de residencia de Z. radicans en las larvas.

En una competencia entre dos patdégenos por el mismo hospedante, es
de suponer que el patdégeno que llega primero tiene cierta ventaja sobre el
segundo, logrando infectar un mayor numero de larvas. Esto no fue el caso con
los aislamientos de Z. radicans, es probable que el sistema inmune de la larva
este jugando un papel importante en estas interacciones, como ha sido
sugerido previamente (Guzman-Franco et al., 2011). Cuando P. blunckii llega
primero a la larva, podria afectar al sistema inmune de la larva, ya que al ser
este patdgeno especifico para este insecto, es posible que haya desarrollado
mecanismos eficientes para lidiar con el sistema inmune de la larva e infectarla,
favoreciendo al segundo patégeno (Z. radicans), el cual encuentra al
hospedante debilitado, por lo que no gasta energia al lidiar con el sistema
inmune de la larva y emplea toda su energia para desarrollarse e invadir a la
larva mas facilmente que P. blunckii. Posiblemente, si ambos patdégenos fueran
especificos a P. xylostella, la competencia seria mas fuerte y quiza lleve a una
competencia donde ambos patégenos no sobrevivan, resultado ya observado
en interacciones entre organismos compartiendo el mismo nicho ecolégico (de
Roode et al., 2005). En esta investigacion todos los aislamientos eran
virulentos hacia P. xylostella pero en diferentes grados. Para poder confirmar el
efecto del sistema inmune, seria conveniente inocular dos especies de hongos,
un con virulencia alta y otro completamente avirulento. Este tipo de
interacciones ya han sido estudiadas, con otras especies de hongos
entomopatdégenos (Hughes y Boomsma, 2004), con resultados similares a los
agui observados. Cuando existen recursos limitados, lo mas razonable es que
el competidor mas exitoso seria el que mejor explota al hospedante, y como tal,
hace un mayor dafio (Bell et al., 2006); sin embargo, estas teorias no
consideran el papel del sistema inmune de la larva, la cual puede tener un

efecto muy importante.

Las diferencias en el tiempo de residencia entre el primer y segundo
aislamiento, que fue desde 12 hasta 0O horas (en intervalos de cuatro horas),

anicamente tuvieron un efecto significativo en las proporciones de larvas
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infectadas con ambos aislamientos simultaneamente. De manera general
podemos observar que las mayores proporciones de infecciones duales fueron
en los primeros tiempos; es decir, cuando las diferencias entre el primero y
segundo patégeno fue de 0 y 4 horas, y estas proporciones disminuyeron en
tiempos mayores de residencia, esto puede deberse a que al inicio de la
infeccion, el hospedante tiene recursos suficientes para sostener a ambos
patégenos, los cuales se van agotando a medida de que ambos patégenos se
desarrollan. Unicamente en la interaccion Zr-NW386 y Pb-NW449 se observo
un efecto significativo del orden de inoculacion, y en este caso la mayor
proporcion de larvas infectadas con estos aislamientos de manera simultanea
fue cuando Pb-NW449 fue inoculado primero. Esto sugiere que P. blunckii
puede perder la competencia con Z. radicans cuando P. blunckii es inoculado
primero, pero puede sobrevivir en una poblacion de larvas con la presencia de
Z. radicans mediante la co-infeccion como una estrategia de sobrevivencia. En
general, es muy dificil plasmar un modelo evolutivo Unico en el desarrollo de
infecciones multiples, ya que los resultados pueden variar de acuerdo con los
aislamientos tratando de infectar al mismo hospedante, asi como el efecto de
diversos factores que inciden directamente en esta interaccion (de Roode et al.,
2005).
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VII. CONCLUSIONES

En conclusion, los aislamientos tanto de Z. radicans como P. blunckii
pueden infectar larvas previamente inoculadas con uno de estos patdégenos. La
especificidad de P. blunckii hacia P. xylostella favorece a su competidor en una
interaccion directa. Zoophthora radicans puede sobrevivir en poblaciones de
larvas de P. xylostella inoculadas con P. blunckii, solo si Z. radicans es
inoculado al dltimo. Pandora blunckii puede infectar larvas inoculadas con Z.

radicans, independientemente del orden de inoculacién.

Ambos patégenos pueden sobrevivir en poblaciones de P. xylostella
infectando ambos a la misma larva (infeccién dual), pero esta sucede en las
diferencias de tiempo de residencia cortas (4 y 0 horas), y nuevamente para P.
blunckii esto es independiente del orden de inoculacién, y para Z. radicans,

estos aislamientos deben ser inoculados al ultimo.

La informacion generada aporta bases ecoldgicas importantes para el
entendimiento de los mecanismos que estas dos especies han desarrollado
para sobrevivir en poblaciones de P. xylostella, lo que a su vez aportara
informacion valiosa para el futuro desarrollo de estos patdgenos como agentes

de control microbiano de esta plaga.
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