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Resumen

Los hongos entomopatégenos pueden controlar gran diversidad de plagas insectiles. No
obstante, la variabilidad en patogenicidad y virulencia que presentan aislamientos de una misma
especie, acompafiado de escasa caracterizacién previo a utilizarlos como micoinsecticidas
comerciales, ha generado resultados ineficientes y por ende la sustitucion de éstos por plaguicidas
quimicos. El propoésito de este trabajo fue evaluar la capacidad patogénica de aislamientos nativos
del entomopatdgeno Beauveria bassiana, mediante bioensayos de mortalidad y virulencia del
insecto modelo Zabrotes subfasciatus (Coleoptera:Chrysomelidae) en condiciones de laboratorio,
para su posible utilizacion como agentes de control biolégico. Los bioensayos tuvieron como
unidad experimental una placa Petri con 10 insectos, que se asperjé con 1 mL de solucion fungica.
Se probaron cuatro aislamientos nativos de B. bassiana provenientes de diferentes sitios del pais
y un producto comercial a base de B. bassiana, como tratamiento de referencia, a las
concentraciones de 1x10°, 1x10°, 1x10” y 1x108 conidios/mL, y el testigo; con cinco repeticiones
cada uno. Las placas se llevaron a una camara bioclimatica y durante 9 dias consecutivos se
contabilizaron los coleopteros muertos; que se desinfectaron y colocaron en una cdmara hiumeda
para posteriormente verificar la esporulacion del hongo. Se determino la mortalidad acumulada, el
tiempo letal medio (TLso) y la concentracion letal media (CLso). Los aislamientos nativos
produjeron mayor mortalidad (88-100%) y menor TLso y CLsg, en comparacion con el producto
comercial. Sobresalio el aislamiento BV-15, obtenido de suelo de cafetal, que provocd 100% de
mortalidad, con diferencias significativas respecto al producto comercial, con un TLso= 1 dia y
una Clso= 2.5x107 conidios/mL. Los resultados reflejan gran capacidad patogénica de
aislamientos nativos de hongos entomopatogenos, asi como la importancia de realizar futuras
pruebas de especificidad para garantizar eficacia al emplearlos en sistemas de produccion agricola.

VI



1. Introduccién

En la naturaleza los hongos entomopatdgenos parasitan insectos. Su aplicacién en la agricultura
puede ayudar a mantener las poblaciones de insectos plaga bajo control para minimizar los dafios
a los cultivos. Entre éstos destaca el ascomiceto Beuveria bassiana, que debido a su facilidad de
propagacion y eficiencia, ha sido muy utilizado para el control de un amplio rango de insectos. Por
tanto, el uso de estos microorganismos es considerado una alternativa eficaz y amigable

ambientalmente para el manejo de plagas en sistemas de produccidn agricola.

1.1 Antecedentes

Desde el siglo XIX se impulso el uso de depredadores naturales contra insectos plagas tales
como crisomélidos y avispas. Sin embargo, en los afios 1930 y 1940 fueron sustituidos por los
insecticidas quimicos, los cuales resultaron ser mas rapidos, econdmicos y con espectro de accion

mas amplio que el de enemigos naturales de insectos (Assaff, Reyes, Lopez, & de la Torre, 2002).

No obstante, debido a que los pesticidas han generado un gran impacto ambiental negativo y
enormes problemas de toxicidad (Goulson, 2014; Schafer, Brink, & Liess, 2012; van Wendel de
Joode et al., 2016; Vogel, 2017), el uso de hongos entomopatdgenos ha ganado cada vez mas
relevancia en programas de control bioldgico de plagas. Una ventaja de estos hongos es que no
dejan residuos en el ambiente ni se consideran toxicos para humanos y animales (Musso, Padin, &
Dal Bello, 2017). Sumado a esto, el interés por caracterizar y seleccionar especies de hongos

promisorias para el desarrollo de bioinsecticidas ha ido en aumento.

Existen diferencias en la patogenicidad que presentan los aislamientos de una misma especie,
lo cual se debe evaluar para evidenciar el potencial que tengan para infectar determinada plaga
insectil. Torres-de-la-Cruz, Cortez, Ortiz, Cappello-Garcia y De-la-Cruz-Pérez (2013) reportaron
en Tabasco, Meéxico, que aislamientos nativos y monospdricos de Metarhizum anisopliae
presentaron mayor efectividad contra la mosca Aeneolamia postica; plaga de la cafia de azlcar, en

comparacion con otros aislamientos polispdricos, el testigo y una cepa comercial.

En otro estudio, se probd la virulencia de 25 aislamientos nativos provenientes de insectos y

del suelo en Esparia. Los resultados bajo condiciones de laboratorio reflejaron grandes diferencias



en la virulencia, donde s6lo 7 aislamientos causaron mortalidad de mosca blanca superior al 50%.
Esta caracteristica en conjunto con la capacidad de crecer rdpidamente in vitro bajo temperaturas
de interés, se consideraron como herramientas para la seleccion de aislamientos flngicos con
potencial para micoinsecticidas y para mejorar biotecnolégicamente su virulencia y la velocidad
de muerte del insecto (Quesada-Moraga, Maranhao, Valverde-Garcia, & Santiago-Alvarez, 2006).

Grund y Hirsch (2010) examinaron varios aislamientos nativos de Etiopia tanto de B. bassiana
como de M. anisopliae en condiciones de laboratorio, a diferentes concentraciones durante 15 dias.
Esto para determinar la patogenicidad hacia el gorgojo Acanthoscelides obtectus; una de las
principales amenazas para la produccién de frijol en etapas de campo y postcosecha. La mayoria
de aislamientos provocaron alta mortalidad en la concentracion mas elevada que se probd (1x107
conidios/mL). Asi mismo, se observé que todos los aislamientos provocaron alto grado de micosis
(85-97%), mientras que el control tuvo 0%, lo cual evidencia que los insectos murieron por la
efectiva infeccion del hongo. Grund y Hirsch (2010) concluyeron que especificamente uno de los
aislamientos de M. anisopliae, por causar un mayor porcentaje de insectos muertos, podria ser

efectivo para el manejo de A. obtectus.

Ademaés de conocer la efectividad de un aislamiento de interés, resulta necesario definir la
concentracion a la cual dicho aislamiento infecta gran parte de la poblacion objetivo; es decir la
concentracion letal media (CLso), lo cual resulta esencial para el desarrollo de un posible
bioinsecticida. Los investigadores Ugine, Wraight, Brownbridge y Sanderson (2005), en Estados
Unidos, evaluaron la virulencia de una cepa comercial de B. bassiana, bajo condiciones de
laboratorio, contra Frankliniella occidentalis Pergande (trips que afectan cultivos de flores). Los
resultados reflejaron una CLso entre 33 'y 66 conidios/insecto; después de 24 horas de la exposicion
del hongo. Esto se considerd altamente eficiente, debido a que a una concentracién pequefia el

hongo logré matar la mitad de la poblacion de tisanopteros.

Hailemariam y Seyoum (2013), destacan que la patogenicidad, en términos de velocidad y
magnitud de la mortalidad de los insectos, puede presentar variabilidad entre aislamientos del
hongo y la concentracién utilizada. En su investigacion, llevada a cabo en Etiopia, compararon la
patogenicidad de cuatro aislamientos fangicos locales del género Metarhizum, en condiciones

controladas, con un aislamiento estandar y optimizaron la concentracion letal de los aislamientos.



Todos los aislamientos en estudio mostraron virulencia con todas las concentraciones probadas,
siendo el aislamiento de Metarhizum con codigo META-D el mas patogénico contra el gorgojo
mexicano del frijol (Zabrotes subfasciatus), ya que provoco una alta mortalidad (82.5%) y de
manera mas rapida (al dia 5) que todos los demas aislamientos. Ademas, causé un alto porcentaje
de micosis (90%) a una concentracion de 1x10® conidios/mL, mostrando asi diferencias

significativas con respecto a los porcentajes que generaron las concentraciones mas bajas.

En Latinoamérica, también sobresale el uso de hongos entomopatogenos, tanto para el control
de plagas como para el manejo de vectores de enfermedades. Garcia-Garcia, Cappello-Garcia,
Lesher-Gordillo y Molina-Martinez (2011) aislaron y caracterizaron macroscépica Yy
microscOpicamente distintas cepas de B. bassiana y M. anisopliae encontradas en hemipteros,
coledpteros e himenopteros. Ademas, recalcaron la importancia de llevar a cabo ensayos de
germinacion, patogenicidad y especificidad; tomando en cuenta las condiciones ambientales del

sitio de interés.

En otro estudio se evaluo la virulencia, mediante ensayos in vitro, de aislamientos de los
patdgenos Beauveria, Verticillium, Metharizum, Paecilomycetes y Fusarium. Se determind que
dos cepas nativas aisladas del sur de Chile, de la especie Verticillium lecanii obtuvieron un TLso
de 3.2 y 3.1 dias y una DLso de 1.2* y 1.37 conidios/mL. Estas se consideraron con alto nivel de
efectividad y con posible uso como controladores biologicos del pulgon del ciprés Cinara cupressi,
que ha afectado enormemente a especies nativas (Austrocedrus chilensis) y exoticas (Fitzroya

cupressoides) de Chile (Montalva, Gutiérrez, Rojas, Lanfranco, & Valenzuela, 2011).

En Meéxico se evalud, en condiciones de laboratorio, la patogenicidad de dos cepas de B.
bassiana (Bb26 y BbJLSV) y una de M. anisopliae contra adultos de la mosca de la fruta
Anastrepha obliqua. La cepa Bb26 causo el mayor porcentaje de mortalidad (99.8%), requirio
menor cantidad de indculo para infectar a la mitad de la poblacion, con una CLso de 3.8x10°
conidios/mL y produjo mayor cantidad de conidios (78% de esporulacion), por lo que dicha cepa
se considerd la mas patogénica. Lo anterior evidencia que la capacidad patogénica de las cepas de
una misma especie varia y esta influenciada por la relacion entre el hongo e insecto hospedero
(Hernandez Diaz-Ordaz, Pérez, & Toledo, 2010).



En Costa Rica, se han realizado diversos experimentos con hongos entomopatdgenos, tanto a
nivel de laboratorio como de campo. En una finca comercial de aguacate en San Pablo de Ledn
Cortez (San Jose), se aplicaron 7 cepas nativas de M. anisopliae y B. bassiana para probar su
patogenicidad contra tisandpteros. Las cepas BVMOG trips y MTRMOG Ciprés presentaron los
valores més altos de parasitismo (11 y 8%, respectivamente) manifestado durante los 5 meses de
evaluacion en el campo; las demas tuvieron porcentajes menores a 5%. A pesar de que dichos
valores fueron muy bajos, el tratamiento con la cepa de Beauveria (BVMOG trips) fue diferente
significativamente con el testigo y los demas tratamientos. La poca efectividad fue explicada por
condiciones de temperatura desfavorables para el crecimiento y reproduccion de los hongos, ya
que la temperatura ambiental estuvo entre 18 y 24°C y el rango 6ptimo para M. anisopliae y B.
bassiana es 25-32°C (Villalobos, Vargas, & Gonzalez, 2011).

Por su parte, la Direccion de Investigacion y Extension de la Cafia de Azucar (DIECA) ha
impulsado el uso de hongos entomopatdgenos en programas de manejo integrado de plagas que
generan dafios en cafia de azucar en Costa Rica (Badilla, 2002). Por ejemplo, durante 8 afios se
aplicaron aislamientos de M. anisopliae, uno originario de Brasil y otro nativo de San Carlos, con
una dosis de 2.5 a 5x10*2 conidios del hongo/ha para el control de Aeneolamia spp. Los resultados
reflejaron un parasitismo promedio de 70%, que en conjunto con trampas adhesivas y practicas
culturales promovio una reduccion significativa en el uso de insecticidas (Saenz, Alfaro, Oviedo
& Badilla, 1997 citados por Badilla, 2002).

Dentro de los programas de DIECA también se utilizd un aislamiento de B. bassiana,
impregnado en trozos de cafia de bambu, con lo cual se logré una mortalidad de 85% a nivel de
campo del picudo Metamasius hemipterus. Dicho resultado se considerd beneficioso porque
favorecid la generacion de epizootias, por el hecho de que los insectos permanecieron en constante
contacto con el hongo, el cual tiene una viabilidad de aproximadamente 15 dias en los trozos y los
insectos podian dispersar las esporas a otros insectos por medio de la copula (Badilla & Alves,
1991 citado por Badilla, 2002). Los investigadores concluyeron que resulta necesario buscar
aislamientos méas patogénicos y virulentos, que se puedan escalar a nivel comercial para obtener

formulaciones mas estables (Badilla, 2002).



De acuerdo a lo anterior, la mayoria de los estudios con hongos entomopatogenos en Costa
Rica aun no muestran resultados totalmente satisfactorios y en lo que respecta a los productos
comerciales en muchos casos no se formulan con aislamientos nativos ni brindan informacién
completa como la concentracion a la cual el hongo es capaz de infectar a la mitad de la poblacién
(CLso) ni el tiempo en que mata la mitad de la poblacion (TLsg). Esto podria generar
disconformidad con el bioplaguicida, ya que la dosis aplicada podria estar errénea y por tanto no

resulta eficiente para matar los insectos.

Esta situacion se refleja en la investigacion de Inclan et al. (2008), en la cual aplicaron
insecticidas microbianos a base de B. bassiana y de M. anisopliae (1x108 conidios/g: 6 kg/ha, para
ambos) en plantaciones de pifia en Guacimo, Limon. Los frutos que se trataron con B. bassiana y
M. anisopliae presentaron dafios de 33y 16%, respectivamente, mostrando diferencias estadisticas
con respecto al testigo (p < 0.05; Duncan). Sin embargo, estos entomopatdgenos no fueron mas
efectivos que el pesticida quimico con el cual se estaban comparando (Carbaryl), porque a los
frutos que se les aplico éste s6lo presentaron dafios de 4%. A pesar de esto se concluyo que estos
bioplaguicidas podrian tener potencial para mejorar el control de S. megarus, ya que los analisis
econdmicos muestran que el costo de los hongos es mucho menor ($624/ha) que del producto
sintético ($812/ha); ademas de ser productos de bajo impacto ambiental y seguros para la salud
humana (Zimmermann, 2007). Inclan et al. (2008) consideraron que hacen falta investigaciones
donde se evallen aislamientos de hongos que permitan obtener formulaciones y tasas de

mortalidad mas efectivas.

1.2 Justificacion

La implementacion de pesticidas quimicos ha permitido mejorar los rendimientos en el ambito
agricola. Sin embargo, ha generado efectos negativos como la contaminacion de fuentes de agua,
residuos en los alimentos, destruccion de la biodiversidad y dafios en la salud de personas y
animales. Ademas, el incremento creciente en el uso de estos productos, especialmente en Costa
Rica, pais nimero uno en el uso de agroquimicos por area a nivel mundial (Ramirez, 2011), ha
provocado que muchas plagas hayan desarrollado resistencia y por tanto causen pérdidas
econdmicas enormes. Como consecuencia, los métodos de control biolégico han venido ganando

importancia, ya que logran suprimir el impacto de determinada plaga sin perjudicar el ambiente.



Los hongos entomopatdgenos constituyen uno de los grupos de mayor importancia para el
control biolégico de insectos, que a diferencia de los insecticidas, no afectan con residuos
peligrosos el agua y las cadenas de alimentos. La capacidad que tienen estos hongos para parasitar
y causar la muerte a los insectos por medio de invasion fisica y produccién de toxinas (Mascarin
& Jaronski, 2016) se ha aprovechado para el manejo de una gran cantidad de plagas y a su vez
reducir las pérdidas de productos agricolas en las diferentes etapas.

Uno de los hongos entomopatégenos mas relevante es B. bassiana, el cual se reproduce
facilmente y puede infectar alrededor de 200 especies de insectos de hasta nueve érdenes (Feng,
Khachatourians, & Poprawski, 1994; Gul, Saeed, & Khan, 2014). Uno de éstos es el coledptero Z.
subfasciatus, el cual se alimenta de granos de frijol durante la etapa post cosecha (Paul, Lossini,
Edwards, & Hilbeck, 2009). No obstante, cabe mencionar que los distintos aislamientos del hongo
pueden tener cierta especificidad y diferir en comportamiento y grado de virulencia dependiendo
de las condiciones ambientales del sitio de origen (Uma-Devi, Padmavathi, Uma-Maheswara-Rao,
Khan, & Mohan, 2008).

Por otra parte, es importante resaltar que la gran mayoria de biopesticidas comerciales no
brindan la concentracion exacta a la cual cada aislamiento del hongo logra controlar determinada
poblacion de insectos de manera eficiente. Ademas, la vulnerabilidad que poseen hacia factores
ambientales, tales como temperatura, humedad y desecacion, ha influenciado en la obtencion de

resultados ineficaces y por ende se tienden a sustituir por productos quimicos.

Los hongos entomopatdgenos tienen gran potencial para controlar plagas insectiles; no
obstante, se ha demostrado que cuando se introducen en cierto ambiente se requiere de cuidado y
enfoque responsable, especialmente si los hongos no son endémicos del sitio (Carrillo-Rayas &
Blanco-Labra, 2009). Por tanto, es importante tener buen conocimiento sobre aislamientos nativos,
mediante técnicas de bioensayo, para llegar a utilizarlos con la certeza de que tienen la suficiente
patogenicidad y virulencia hacia una plaga en condiciones agroecoldgicas especificas (Carrillo-
Rayas & Blanco-Labra, 2009).

El incremento en la informacion completa del comportamiento de los aislamientos de hongos
entomopatdgenos es necesario, con el fin de aprovecharlos como una herramienta biotecnolégica

para el manejo agroecoldgico de plagas y asi aumentar los rendimientos en los sistemas de



produccion agricola de manera sostenible e inocua para el medio ambiente. Por lo tanto, este
trabajo tiene como propoésito determinar la capacidad patogénica in vitro de aislamientos nativos
de B. bassiana, como potenciales agentes de control de plagas de insectos.

1.3 Planteamiento del problema

¢Cual es la capacidad patogenica in vitro de aislamientos nativos del hongo entomopatdgeno

Beauveria bassiana como agentes de control biolégico de insectos plaga?

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad patogénica de aislamientos nativos del hongo entomopatdgeno Beauveria
bassiana (Hypocreales: Cordycipitaceae) mediante bioensayos de mortalidad de un insecto
modelo en condiciones de laboratorio para su posible utilizacion como agentes de control

biologico.
1.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la patogenicidad de cuatro aislamientos nativos de B. bassiana por medio de
bioensayos de mortalidad del insecto modelo Zabrotes subfasciatus (Coleoptera:
Chrysomelidae).

2. Establecer el tiempo letal medio (TLso) y la concentracion letal media (CLso) de los cuatro
aislamientos nativos de B. bassiana, mediante un modelo de dosis-respuesta utilizando el
insecto Z. subfasciatus (Coleoptera: Chrysomelidae).

3. Comparar la capacidad patogenica in vitro de los cuatro aislamientos de B. bassiana con

la de un micoinsecticida de origen comercial.



2. Marco Teobrico

Hongos entomopatdgenos

Los Entomophorales han destacado como agentes microbioldgicos de interés econdémico y
ambiental. Esto porque han mostrado un potencial promisorio para el control de plagas que afectan
cultivos, lo cual ha permitido reducir pérdidas en productos agricolas, relacionadas al ataque de
plagas en etapas pre y post-cosecha (Garcia et al., 2008). Ademas, han sido eficientes contra
vectores de enfermedades, se ha demostrado que son seguros para el medio ambiente y que no

generan toxicidad en animales ni humanos (Rumbos & Athanassiou, 2017).

Los hongos entomopatdgenos se definen como microorganismos que tienen la capacidad de
infectar y causar la muerte de insectos (Garcia-Garcia, Cappello-Garcia, Lesher-Gordillo, &
Molina-Martinez, 2008). Se describen como patogénicos tanto para insectos como para acaros, ya
que pueden mantener o eliminar las poblaciones de ciertos artropodos a niveles que no ocasionen
dafios economicos en sistemas agropecuarios ni en la salud de personas y animales (Huanes-
Carranza & Wilson-Krugg, 2016; Tanzini, Alves, Setten, & Augusto, 2001). Entre los sitios donde
se pueden encontrar estos hongos destacan el suelo, agua dulce, zonas agricolas, urbanas y aéreas,

pastos y asociados con insectos (Hajek & Leger, 1994; Rumbos & Athanassiou, 2017).

Uso como agentes de control bioldgico

A pesar de que se conocen alrededor de 700 especies de hongos entomopatdgenos y que este
constituye uno de los grupos mas importante para el control biolégico de insectos, se han
desarrollado muy pocas especies para dicho proposito (Garcia et al., 2008; Hajek & Leger, 1994).
Las especies mas utilizadas de hongos entomopatégenos se encuentran dentro del orden
Hypocreales, poseen una gran diversidad de hospederos y se pueden producir masivamente de
manera facil (Butt, Jackson, & Magan, 2001). Entre los géneros mas usados destacan Metarhizium,
Beauveria, Lecanicillium, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis,
Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe y Paecilomyces (Huanes-Carranza & Wilson-
Krugg, 2016).

Para fines de control bioldgico las especies mas empleadas son B. bassiana, B. brongniartii,

Langenedium giganteum, M. anisopliae, P. fumosorosseus y L. lecanii. La mayoria de estas



especies tienen potencial para controlar langostas, chapulines, afidos, mosquita blanca, moscas,
escarabajos, mosquitos, termitas, gallina ciega, picudos del chile y algodon, y tisanOpteros
(Pucheta-Diaz, Flores-Macias, Rodriguez-Navarro, & de la Torre, 2006). También las especies L.
longisporum y L. muscarium, estdn comercializadas como Vertalec® y Mycotal® para el control

de afidos y mosca blanca, respectivamente (Diaz, Oggerin, Lastra, Rubio, & Fereres, 2009).
Beneficios en el ambito agropecuario

El uso de hongos entomopatégenos en el manejo integrado de plagas ha generado beneficios
en el sector agropecuario. Por ejemplo, se aplicd M. anisopliae a ganado bovino para determinar
su efecto sobre las poblaciones de garrapatas (Boophilus microplus) que afectan tanto al huésped
como a los productores por su implicacién econémica. Se determind que la concentracion mas alta
que se probo (1x10%° conidios/mL) generé mayor mortalidad, mayor inhibicion de ovoposicion y
menor eclosion de huevos. Ademas, en la finca se observo, que durante el periodo de aplicacion
del hongo, hubo una reduccion de 79% en el nimero de garrapatas (Arguedas, Alvarez, & Bonilla,
2008).

También se ha encontrado buena interaccion de Metarhizum a nivel in vitro con dos plantas de
interés agronomico: brocoli para consumo humano y alfalfa como forraje para ganado por su alto
nivel nutricional. En el caso del brocoli, el hongo favorecio el porcentaje de germinacion, tamafio
de las plantas y crecimiento de raices primarias y secundarias, mientras que en alfalfa solo ayudo
en la germinacidn, como producto de una alta concentracion de conidios en la interaccion directa.
Los resultados obtenidos reflejan que Metarhizum ademas de generar mortalidad en las plagas que
atacan dichos cultivos, podria mejorar el rendimiento de las plantas (LOpez-Gaeta, Torres-

Guzman, Padilla-Guerrero, Guerrero-Carrera, & Gonzélez-Hernandez, 2017).

En cuanto al entomopatégeno B. bassiana, el cual pertenece al filo Ascomycota, familia
Cordycipitaceae y orden Hypocreales (Mascarin & Jaronski, 2016) (Cuadro 1), se caracteriza
morfologicamente por tener células globulares o conidigenas, con conidios holoblasticos
terminales y unicelulares. Las especies de Beauveria se distinguen por las caracteristicas de sus
conidios, que son de paredes lisas, hialinas, con tamafio entre 1.5-5.5 mm y globosas o

vermiformes (Rehner et al., 2011).



Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del hongo B. bassiana.

Reino Fungi
Filum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Cordycipitaceae
Género Beauveria
Especie B. bassiana

Fuente: Imoulan, Hussain, Kirk, Meziane y Yao (2017)

Comportamiento de B. bassiana

B. bassiana puede infectar alrededor de 100 especies diferentes de insectos entre los ordenes
coledptera, lepidoptera, hemiptera y homoptera; sin embargo, cada aislamiento del hongo puede
tener distinto grado de efectividad (Garcia et al., 2008). Es conocido que B. bassiana tiene hasta
700 hospederos, incluyendo especies de Acari e Insecta. Entre estos se encuentran la ninfa de la
mosca blanca de hoja plateada Bemisia tabaci, el gorgojo del platano Metamasius hemipterus, el
barrenador de bayas de cafe Hypothenemus hampei, la mosca de la fruta Anastrepha fraterculus,
la arafa roja Tetranychus urticae, el chinche de soya Nezara viridula, el psilido de los citricos
Diaphorina citri y el chinche de eucalipto bronce Thaumastocoris peregrinus (Mascarin &
Jaronski, 2016).

Con respecto a la especificidad que presenta B. bassiana, se ha observado que aislamientos
provenientes de diferentes zonas geogréaficas poseen distintos grados de especificidad en un mismo
hospedero. Todorova, Coderre y C6té (2000) determinaron que dos aislamientos de B. bassiana
provocaron hasta el 100% de mortalidad en las plagas Leptinotarsa decemlineata y Myzus
persicae, que afectan el cultivo de papa, pero s6lo generaron 10% de mortalidad en Coleomegilla
maculata lengi; depredador de dichas plagas. Esto evidencia que B. bassiana es especifico de

hospedero y por tanto se podria complementar con parasitoides para el manejo integrado de plagas.
Crecimiento 6ptimo de B. bassiana

El potencial de los hongos entomopatdégenos como agentes de control bioldgico puede ser

afectado por factores abidticos como humedad, temperatura, lluvia y radiacion ultravioleta; y
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bidticos como edad, susceptibilidad y comportamiento del hospedero (Mascarin & Jaronski, 2016).
La temperatura es uno de los mas importantes, ya que repercute en el crecimiento vegetativo del
hongo y persistencia en el campo. Por ejemplo, se cultivo B. bassiana a 15, 20, 25, 28, 30 y 35°C
en medio sélido, pero solo se obtuvieron tasas de germinacion elevadas (88.6 + 2.9%) a 25, 28 y
30°C después de 16 horas (Luz & Fargues, 1997). No obstante, se ha observado que aislamientos
de B. bassiana se adaptan facilmente para crecer a temperaturas desde 8 hasta 32°C (Fargues,
Maniania, Delmas, & Smits, 1992).

La humedad relativa también es un factor critico que influye en el rendimiento de los
entomopatdgenos, tanto en laboratorio como en campo (Mascarin & Jaronski, 2016), ya que
interfiere en su desarrollo y eficiencia. Luzy Fargues (1997) probaron 8 humedades relativas entre
81.5 hasta 200% a 25 £ 1°C en el cultivo de B. bassiana y encontraron que valores entre 95.5 y
100% favorecen la germinacion en 24 horas. Lo anterior coincide con lo reportado por Shipp,
Zhang, Hunt y Ferguson (2003), donde una humedad relativa de 97.5% promovio, de manera
significativa, mayor porcentaje de infeccion (60-88.8%) de B. bassiana hacia diferentes insectos
plaga, en comparacion con una humedad de 75 y 80% que solo indujo la infeccion entre 15.3 y

43.9% de los insectos.
Coledptero Zabrotes subfasciatus

Zabrotes subfasciatus pertenece a la familia Chrysomelidae y también se conoce como gorgojo
mexicano del frijol (Hailemariam & Seyoum, 2013). Este coledptero tiene preferencia por lugares
de clima célido y en bajas latitudes, por lo que es mas importante en regiones tropicales y
subtropicales (Abate & Ampofo, 1996). Ademas, se reproduce rapidamente, su ciclo de vida tarda
alrededor de 24 dias y se ha observado que la hembra puede poner hasta 35 huevos durante su vida
(Abate & Ampofo, 1996; Hailemariam & Seyoum, 2013).

Este insecto se considera una de las principales plagas que deterioran granos almacenados,
provocando una disminucion del valor nutritivo de las semillas en almacenaje (Hailemariam &
Seyoum, 2013). Ataca principalmente al frijol, durante la madurez, secado y de manera potencial
en la etapa de almacenamiento (De Lima, 1987). Se ha observado que se alimenta de los granos,
por lo que genera dafios severos como la reduccion del poder germinativo de la semilla. Esto

debido a que deteriora los cotiledones, realiza perforaciones que constituyen las camaras de
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alimentacion y oviposturas de la hembra en la testa del grano, lo cual es una problemética para su
control (Cruz-Ortega et al., 2016; Valdés-Herrera, Pozo-Velazquez, & Cardenas-Morales, 2015).

A nivel mundial ha provocado infestaciones con pérdidas mayores al 50% de la cosecha de
frijol (Paul, Lossini, Edwards, & Hilbeck, 2009). En muchas ocasiones Z. subfasciatus tiende a
aparecer en conjunto con el coledptero A. obtectus y entre ambos han llegado a generar pérdidas
de hasta 38% en frijol almacenado, con disminucién de 3.2% en el peso del grano (Abate &
Ampofo, 1996). Esto ha impedido que se puedan almacenar granos de leguminosas de manera
exitosa, ya que las pérdidas tan grandes catalogan las semillas no aptas para el consumo humano
ni animal (Valdés-Herrera et al., 2015).

Los tratamientos para el combate de Z. subfasciatus han consistido principalmente en
pesticidas sintéticos (Hailemariam & Seyoum, 2013). Sin embargo, se han buscado otras
alternativas porque éstos se consideran peligrosos para el ambiente, generan resistencia, dejan
residuos en alimentos y piensos, y en muchos casos afectan a otros organismos (Hailemariam &
Seyoum, 2013). Entre los mecanismos para el control destacan calentamiento solar, seleccionar
variedades, eliminar el grano infestado, mezclar el grano con ceniza, recubrir la semilla con barro

e implementar técnicas de almacenamiento y limpieza de graneros (Abate & Ampofo, 1996).

Otras estrategias para disminuir las poblaciones de este escarabajo consisten en aplicaciones
botanicas; se ha observado que Chenopodium ambrosioides puede causar hasta 100% de
mortalidad en laboratorio y en campo (Paul et al., 2009). La inoculacion con tierra de diatomea ha
sido eficiente en dosis de 0.8 g/Kg de semilla de frijol (Cruz-Ortega et al., 2016), asi como el
tratamiento con aceites esenciales (Brito et al., 2015) y otros agentes de control biolégico como

hongos entomopatdgenos (Hailemariam & Seyoum, 2013).
Relacion hongo-insecto

Utilidad agricola

La implementacion de hongos entomopatdgenos en sistemas agricolas ha permitido mejorar
enormemente los rendimientos de los cultivos. Por ejemplo, los hongos 1. fumosorosea, P.
lilacinum y B. bassiana, en laboratorio, causaron mortalidades superiores al 96% en adultos del
chinche Leptopharsa gibbicarina, que puede reducir la produccion de palma de aceite en un 36%

y sus efectos negativos persisten hasta por 3 afios. Dichos hongos también generaron porcentajes
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de mortalidad mayores a 73%, en condiciones de umbréculo, 14 dias después de su aplicacién en
concentraciones de 1x10'3 conidios/ha. Cabe mencionar que los hongos no atacaron la hormiga
Crematogaster sp., que es el depredador méas importante del chinche de encaje de la palma
(Barrios, Bustillo, Ocampo, Reina, & Alvarado, 2016). Esto es una clara evidencia de que los
micopesticidas son Utiles en el campo agricola y que tienen el potencial para evitar aplicaciones

de insecticidas, lo cual permite preservar fauna benéfica.

Modo de accion del hongo

La capacidad que poseen los hongos entomopatégenos de matar los insectos, se debe
principalmente a una respuesta de inanicion fisiologica cuando consumen todas las reservas
nutricionales de los insectos. Ademas, el hongo invade fisicamente y produce toxinas dentro del
insecto (Kannan, Murugan, Kumar, Ramasubramanian, & Mathiyazhagan, 2008). De esta manera,
en el momento en que una espora de B. bassiana se encuentre en contacto con la cuticula de un
insecto existe la probabilidad que cause la enfermedad conocida como Muscardina (Grund &
Hirsch, 2010).

Adhesion y penetracion de la cuticula

El mecanismo de accion de B. bassiana contra invertebrados inicia cuando sus conidios son
dispersados por viento, lluvia e inclusive por vectores artropodos. En primer lugar los conidios se
unen a la cuticula del insecto mediante fuerzas quimicas y electrostaticas; luego de una
rehidratacion y un estimulo quimico, dichos conidios germinan en un tubo germinativo (Mascarin
& Jaronski, 2016), el cual tiende a desarrollar apresorios para concentrar energia fisica y enzimas
liticas sobre un area pequefia (Hajek & Leger, 1994). Posteriormente el hongo penetra todas las
capas de la cuticula con la ayuda de enzimas como proteasas, quitinasas y lipasas, también con
factores como presion mecanica y acido oxalico, que le confieren la capacidad de degradar y
solubilizar la cuticula de los insectos (Carrillo-Rayas & Blanco-Labra, 2009; Mascarin & Jaronski,
2016; Pucheta-Diaz et al., 2006).

La patogénesis del hongo puede empezar cuando un conidio se adhiere a la cuticula o a partir
del contacto con partes bucales, membranas intersegmentales o espiraculos de los insectos. Esto
resulta ventajoso, debido a que en contraste con otros agentes entomopatdgenos, tales como

bacterias, virus o protozoarios, los hongos no requieren ser consumidos por el insecto para causar
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infeccion (Carrillo-Rayas & Blanco-Labra, 2009; Hajek & Leger, 1994; Pucheta-Diaz et al., 2006).
Asi mismo, la infeccion puede llevarse a cabo posterior a la germinacion de la espora, ya sea en la

superficie de la cuticula o en el intestino del insecto (Hajek & Leger, 1994).
Colonizacion del hemocele

La penetracion de la cuticula ocurre con el propdsito de llegar a la hemolinfa, que es un medio
rico en nutrientes. Aqui el hongo se diferencia morfogenéticamente, porque pasa de tener un
crecimiento filamentoso a unicelular para la formacion de blastosporas. Estas Gltimas explotan los
nutrientes e invaden tanto tejidos internos como el sistema inmune del huésped. Ademas, en este
momento el hongo secreta metabolitos toxicos, que ayudan a suprimir el sistema inmune y
colonizar exitosamente el insecto hasta provocar su muerte. Seguidamente, los conidi6foros
emergen del cuerpo de los cadaveres momificados en pocos dias y se genera esporulacion para su

diseminacion y por ende continuar su ciclo de vida (Mascarin & Jaronski, 2016).

Durante la infeccion, B. bassiana causa una disminucion del volumen de hemolinfa, atribuido
posiblemente a la pérdida de agua tanto de la hemolinfa como de los tejidos y un aumento en la
densidad y pH de la hemolinfa por la produccion de metabolitos del hongo. Ademas, genera un
incremento inicial del contenido de carbohidratos por la posible presencia de trehalosa (disacarido
de reserva en situaciones de infeccidn), una reduccion del nivel de lipidos producto del
agotamiento de la nutricion y una disminucion del contenido de proteinas de la hemolinfa;
explicado por el hecho de que el patdgeno tiende a reducir enzimas o proteinas solubles y convertir
algunas proteinas nativas en lipo o glicoproteinas. Por lo tanto se considera que el hongo interfiere
tanto en las propiedades fisicas como bioguimicas de la hemolinfa como parte de la colonizacion
exitosa del insecto (Barakat & Abokersh, 2016).

Infeccidn exitosa

El éxito de la infeccion va a depender del potencial genético del patdgeno para crecer
rapidamente, penetrar las barreras del hospedero y resistir a sustancias toxicas. En los casos en que
el hongo no logre desarrollarse puede ser debido a factores como una baja humedad, ya que el
hongo requiere agua para germinar y crecer. También podria ser porque el hongo sea incapaz de
utilizar los nutrientes disponibles en la cuticula, porque ésta posea compuestos inhibitorios como

fenoles, quinonas y lipidos que impidan su invasion o por ausencia de sefiales quimicas y
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topografia de la cuticula desfavorable para el correcto reconocimiento de un hospedero susceptible

0 de un sitio de infeccion penetrable (Hajek & Leger, 1994).
Sintomas que presenta el insecto

En cuanto al comportamiento de los insectos, se han observado gran diversidad de cambios
luego de la exposicién a hongos entomopatégenos. Se evidencid que ninfas y adultos del acaro
Oligonychus sp. presentaron algunos signos como movimiento erratico, alteracion en el color del
tegumento y momificacion después de que fueron inoculados con B. bassiana y M. anisopliae;
bajo condiciones de laboratorio (Huanes-Carranza & Wilson-Krugg, 2016). Asi mismo, larvas de
Manduca sexta, que se expusieron a M. anisopliae, mostraron melanizacion, degradacion parcial
de las proteinas de la hemolinfa y redujeron su alimentacion, debido a que esta cepa de M.
anisopliae poseia un gen que sobreexpresaba una proteasa (Prl) con capacidad de inducir la
activacion el sistema de profenoloxidasa de los hospederos (St Leger, Joshi, Bidochka, & Roberts,
1996).

Sistema de defensa del insecto

Con respecto al mecanismo de defensa antifungica por parte del insecto se ha detectado que
los granulocitos de la hemolinfa tienen la capacidad de fagocitar las células del hongo, el cual es
encapsulado y melanizado rapidamente. Posteriormente, los plasmocitos son recluidos y forman
un pseudotejido en capas concéntricas y se diferencian en un granuloma, en el cual el hongo puede
ser lisado. No obstante, si las cepas son hipervirulentas, los hospederos son incapaces de crear
granulomas o encapsulacion. Por tanto, para que B. bassiana tenga éxito dentro del hospedero debe
superar de manera simple la respuesta del hemocito, lo cual tiene como consecuencia que los

granulocitos se reduzcan 3 dias después de que se exponen al hongo (Hajek & Leger, 1994).

Ventajas de la interaccidon hongo-insecto

Una de las principales ventajas de los hongos entomopatdgenos es que muestran alta
efectividad contra las plagas, no representan riesgo para el ambiente ni para seres vivos y no dejan
residuos en los alimentos, ya que no se acumulan en el suelo o plantas ni secretan sus metabolitos
en dosis peligrosas (Garcia-Garcia et al., 2008; Strasser, Vey, & Butt, 2000). Un ejemplo es que
se evidencio que la cantidad de oosporina (toxina liberada por B. brongniartii) que queda en el

suelo después de que se aplica el hongo es muy baja (0.02 mg/m?), en comparacion con la cantidad
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que queda de los pesticidas Methylbromide y Dazomet (50.000 y 40.000 mg/m?, respectivamente)
(Strasser et al., 2000). Ademas, se ha observado que aplicaciones de B. bassiana no desplazan la
microbiota indigena de determinado lugar (Wang, Fan, Li, & Butt, 2004), no generan efectos
adversos en peces ni aves e incluso pueden reducir la presencia de patégenos en las plantas
(Althouse, Petersen, & Mcewen, 1997; Zimmermann, 2007).

Respecto a los efectos de B. bassiana en mamiferos se ha demostrado que no resulta toxico ni
patogénico. En un experimento llevado a cabo en ratones, a los cuales se les inyecté de manera
intramuscular 2x10° esporas de este hongo, se concluyd que no genera infeccién, no migra hacia
otros 6rganos y sus esporas no son viables posterior a 12 horas de que se inyectan (Semalulu,
MacPherson, Schiefer, & Khachatourians, 1992). Por su parte, se ha determinado que ciertos
extractos de B. bassiana poseen actividad anticoagulante y moduladora del sistema inmune, lo

cual podria tener beneficios en actividades fisioldgicas de los humanos (Yoon et al., 2003).

Por otro lado, se ha estimado que el costo para desarrollar un biopesticida es de $3 a $5
millones y se toma aproximadamente 3 afios para colocarlo en el mercado (Glare et al., 2012),
mientras que un pesticida quimico toma alrededor de 10 afios entre la sintesis y la primera venta
del producto, proceso que requiere mas de $250 millones (McDougall, 2016). Por tanto, el uso de
B. bassiana como micoinsecticida se considera rentable y posee la facilidad de que se puede
reproducir en condiciones artificiales de forma masiva y a bajos costos (Gerénimo-Torres et al.,
2016).

Otra ventaja es que los hongos entomopatogenos se pueden aplicar de manera individual y
tener una eficacia muy similar que si se aplicaran de forma combinada. Por ejemplo, se demostro
que al aplicar, en condiciones de laboratorio, preformulados de I. fumosorosea y de B. bassiana,
y un bioplaguicida a base de L. lecanii no hubo diferencias significativas en la eficiencia de los
tres productos cuando se usaron de forma individual y combinada, y siempre provocaron
porcentajes de mortalidad mayores a 65% de la mosca blanca B. tabaci. Esto representa beneficios
econdmicos en sistemas de manejo integrado de plagas, ya que los costos de produccion de

bioplaguicidas pueden aumentar si se desarrollan en mezclas (Espinel, Torres, & Cotes, 2009).
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Desventajas de la interaccidén hongo-insecto

Uno de los principales impedimentos que poseen los hongos entomopatdgenos es que
generalmente tienen un mecanismo de accion mas lento que los insecticidas convencionales, ya
que pueden matar una plaga entre 5 y 10 dias posterior a la aplicacién (St Leger et al., 1996).
Montalva et al. (2011) observaron que una cepa de V. lecanii produjo un TLso de 3.2 dias, mientras
que el de un insecticida (Pirimicarb) fue de s6lo 0.7 dias. No obstante, no se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) respecto a la mortalidad acumulada entre V. lecanii y el

producto quimico.

La situacion anterior se ha logrado mejorar por medio de ingenieria genética. Por ejemplo, se
han insertado copias adicionales de un gen que codifica de manera constitutiva para una proteasa
Ilamada Prl, la cual solubiliza la cuticula de los insectos y por ende ayuda a que las hifas puedan
penetrar mas rapidamente. Esta cepa mejorada logro generar un tiempo de sobrevivencia medio
de los insectos de 93 horas, lo cual fue 25% menor al que provocé la cepa silvestre (120 horas) (St
Leger et al., 1996).

Otra de las desventajas en cuanto a la salud de animales y humanos es que muchos de los
hongos entomopatdgenos, incluyendo B. bassiana, podrian tener alergénicos. Por tanto, la
exposicion a los conidios de los hongos podria causar dificultad respiratoria, fiebre, lagrimeo,

dolor de cabeza y debilidad (Zimmermann, 2007).

Por otra parte, la aplicacion de fungicidas podria afectar el rendimiento de los hongos
entomopatogenos. Se encontrd que la aplicacion de Tebuconazole y Azoxystrobin indujo una
disminucion en la cantidad de cadaveres de una peste importante en soya (Megacopta cribraria)
infectados por B. bassiana (Knight et al., 2017). No obstante, se ha observado que algunos agentes
botéanicos, otros microorganismos como Bacillus thuringiensis, nematodos entomopatogénicos e
incluso bajas dosis de insecticidas en conjunto con los hongos entomopatdgenos pueden mejorar

la eficacia en el control de insectos plaga (Butt, Coates, Dubovskiy, & Ratcliffe, 2016).
Beauveria bassiana como controlador bioldgico

Beauveria aparece en 37.7% de las publicaciones de 6451 articulos cientificos, revisiones y

patentes desde el 1945 al 2015 en Web of Science, seguido de Metarhizium spp. con 34.9%. Esto
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demuestra que este género es de gran importancia en &mbitos de biocontrol, microbiano industrial

y farmacéutico (Mascarin & Jaronski, 2016).

B. bassiana se considera uno de los entomopatdgenos mas empleados en ensayos de control
bioldgico, ya que tiene ciertas caracteristicas favorables como répida germinacion y esporulacion,
elevada virulencia, buena produccion de conidios, es barato de producir en grandes cantidades y
facil de almacenar (Grund & Hirsch, 2010). Se ha utilizado para el control de gran variedad de
insectos como Rhodnius prolixus, vector de la enfermedad de Chagas (Luz & Fargues, 1997),
Anopheles stephensi, vector de la malaria (Kannan et al., 2008), Rhicephalus microplus; principal
problema de la ganaderia bovina (Bautista Galvez, Pimentel Segura, & Gomez Vazquez, 2017),

contra mosca blanca y afidos, entre otros (Perdikis, Kapaxidi, & Papadoulis, 2008).

Variaciones en la eficacia de aislamientos de B. bassiana

Debido a que los aislamientos de hongos entomopatdgenos presentan variabilidad en el rango
de hospederos, caracteristicas fisioloégicas y virulencia, resulta imprescindible conocer sus
caracteristicas para un control biologico eficiente (Diaz et al., 2009). Un ejemplo, es el
experimento de laboratorio llevado a cabo por Geronimo-Torres et al. (2016), donde los distintos
aislamientos de B. bassiana, a una concentracion de 1x10’ conidios/mL, presentaron variabilidad
intraespecifica en la patogenicidad del coledptero Hypothenemus hampei. En dicha investigacion
todos los aislamientos causaron el 100% de mortalidad a las 144 horas, pero el tiempo requerido

para matar al 50% de la poblacion vario entre aislamientos de 72 a 104 horas.

Es relevante conocer la concentracion exacta a la cual cierto aislamiento de hongo muestra
patogenicidad para optimizar la concentracion efectiva de esporas. La importancia de lo anterior
se refleja en la investigacion de Grund y Hirsch (2010), en la cual se encontrdé que la mayoria de
los aislamientos utilizados incrementaron la mortalidad cuando se aplicaron en una concentracion

de esporas elevada; con lo que se podria obtener resultados mas rapidamente.

Debido a que los Entomophthorales dependen principalmente de condiciones ambientales para
poder parasitar insectos, es necesario caracterizar el comportamiento de los aislamientos que se
desean utilizar, ya que puede variar segun el sitio donde provenga. En un estudio en que se trabajo
con aislamientos de B. bassiana provenientes de distintas latitudes, se encontrd que entre los

originarios entre 0° y 22°, los de latitudes mas bajas tuvieron significativamente mayor tolerancia
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aradiacion UV-B que aislamientos de latitudes mas altas (Fernandes, Rangel, Moraes, Bittencourt,
& Roberts, 2007).

Productos comerciales de B. bassiana

En relacién a los productos comerciales de hongos entomopatégenos, cabe sefialar que los
formulados podrian tener limitaciones a la hora de emplearlos en el campo, como por ejemplo el
clima, la arquitectura de las plantas o las propiedades quimicas y fisicas de las superficies donde
se aplican; que influyen el grado de susceptibilidad que presente el insecto y por tanto, en el
resultado final del control biol6gico. Es por esto que se considera relevante seleccionar
aislamientos o cepas mas robustas que sean tolerantes a condiciones de temperatura, humedad o
lluvia del sitio donde se desean aplicar, para garantizar un desarrollo adecuado del hongo y una

manifestacion de su virulencia ante determinada plaga (Mascarin & Jaronski, 2016).

En cuanto a la compatibilidad con otros agentes, se ha demostrado que al agregar ciertos
componentes a la formulacion del micoinsecticida, ya sean nutrientes exdgenos, osmoprotectores
y aceites, en etapas del crecimiento o durante el secado, se podria mejorar la tolerancia a la
desecacion y prolongar la vida atil (Mascarin & Jaronski, 2016). Sin embargo, se puede sefialar
que los resultados de la formulacion pueden depender de la variabilidad genética entre los
aislamientos de las diferentes especies y que cada caso debe tratarse con especial cuidado
(Mascarin & Jaronski, 2016).

Por su parte, determinar la compatibilidad de los hongos entomopatdgenos con algunos
compuestos quimicos en las formulaciones es la base para obtener un insecticida microbiano
exitoso. Sin embargo, también hay factores que determinan dicho éxito como lo son las
caracteristicas del microorganismo y su interaccién con coadyuvantes y el medio ambiente para
su adecuado almacenaje. En una investigacion se demostré que los tensoactivos Agrimul PW,
Sulfopon NSS, Surfon 950, Surfon PW,Vixil-S y Vixilex son compatibles con B. bassiana y
pueden ser utilizados para formulaciones con este entomopat6geno, pero los productos Dehydol
KS 60, Sulpragil WP, Surfax 345 y Texapon Zacd fueron muy toxicos para el hongo porque

provocaron hasta 0% de su esporulacion y crecimiento (Tanzini et al., 2001).

Asi mismo, la evaluacién de la patogenicidad de diferentes aislamientos fungicos, mediante un

bioensayo, se considera el primer paso para desarrollar un bioplaguicida (Vicentini, Faria, & De
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Oliveira, 2001). Esto con el fin de promover el uso de aislamientos nativos, ya que se ha observado
que las cepas exoticas de biopesticidas comerciales podrian comportarse de manera diferente a
como se comprobd en su sitio de origen (Geronimo-Torres et al., 2016). Ademas, en un bioensayo
elaborado por Vicentini et al. (2001), se evidencid que aislamientos exdgenos de B. bassiana (de
Estados Unidos y Argentina) provocaron una mortalidad mas baja en B. tabaci. Esto en
comparacion con la de varios aislamientos nativos de Brasil, que mostraron diferencias

significativas con respecto al testigo, luego de 14 dias de exposicion al hongo.

3. Marco Metodoldgico

Pie de cria de Zabrotes subfasciatus

El pie de cria de Z. subfasciatus (Coleoptera: Chrysomelidae) se realiz6 en el Laboratorio
de Entomologia de la Escuela de Ciencias Agrarias (ECA), Universidad Nacional. Se colocaron
alrededor de 100 insectos en 250 g de semilla de frijol, en cajas plasticas con tapa que se colocaron
dentro de una bolsa plastica transparente. Los recipientes se mantuvieron a una temperatura de 27
+ 3°C y bajo una humedad relativa entre 55 y 70%. Cuando la progenie F1 comenz6 a emerger
(aproximadamente después de 2 meses de la inoculacion), los insectos adultos se sacaron con un

aspirador entomoldgico para usarlos en los experimentos (Figura 1).

Figura 1. Pie de cria de Z. subfasciatus en semillas de frijol (a), huevos y
adulto en galerias del grano (b).
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Origen de aislamientos fangicos

Se utilizaron cuatro aislamientos nativos del hongo entomopatégeno B. bassiana
(Hypocreales: Cordycipitaceae), pertenecientes a la micoteca del Laboratorio de Control Biolégico
de la ECA, Universidad Nacional (Cuadro 2).

Cuadro 2. Aislamientos de B. bassiana utilizados en este trabajo.

Aislamiento Donado por Ciudad Hospedero
BV-01 INA ND ND
BV-09 CATIE ND Rio
BV-15 CICAFE Salitral, San José  Suelo de cafetal
BV-28 CORBANA Guapiles, Limén  Planta de Banano

Cultivo de los hongos

Se utilizé el medio Agar Papa Dextrosa (PDA) para activar y hacer crecer los hongos
(Senthamizhlselvan, Alice, Sujeetha, & Jeyalakshmi, 2010). Este se prepard adicionando 69 g del
polvo listo para mezclar en 1 L de agua destilada. Se hirviéo en microondas para homogenizar la
solucion y luego se autoclavé a 121°C por 40 minutos. Posteriormente, se vertio 20 mL de medio

en placas Petri estériles (90 x 15 mm) dentro de la cdAmara de flujo laminar.

Después de que el medio solidificd, con un asa bacterioldgica se hizo un rayado uniforme del
hongo sobre el PDA. Las placas Petri se sellaron con Parafilm™ y se llevaron a una incubadora a

26 + 2°C y 80% de humedad relativa programada con fotoperiodo 16:8 luz:oscuridad.

Produccion y conteo de conidios

Para los experimentos con los aislamientos nativos, los conidios se obtuvieron a partir de
cultivos en PDA con 7 dias de edad, los cuales se cosecharon con una espatula metalica estéril
sobre una solucidn estéril acuosa de Tween 80® (0.5%). Ademas, se utilizé un producto comercial
(basado en B. bassiana) como tratamiento de referencia, del que se obtuvieron conidios a partir de
arroz (presentacion en la que se adquirié) (Figura 2) y de igual manera se depositaron en la solucion
acuosa de Tween 80® (0.5%). De acuerdo a Hailemariam & Seyoum (2013), esta solucion se

homogeniz6 con una pastilla magnética por 10 minutos para romper las cadenas de conidios.
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Figura 2. Cultivos de aislamientos de B. bassiana con 7 dias de edad en PDA (izquierda y centro)
y producto comercial en arroz (derecha).

Para determinar la concentracion de conidios, se tom6 1 mL de la solucién madre y se depositd
en un tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril, agitando cada vez que se tomé 1 mL del
tubo correspondiente y asi sucesivamente hasta obtener la dilucién que permitiera el conteo de
conidios, que se llevé a cabo con un hemocitémetro. El tubo con la dilucion que permitié el conteo,
se agité con vortex por 20 segundos, se tomo 10 uL y se depositd en una camara de Neubauer. Se
conto el nimero de esporas en los cuatro cuadrantes secundarios esquinados y central del cuadrante

principal (E) de la camara (Figura 3).
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Figura 3. Rayado “Neubauer” del hemocitémetro, indicando las
dimensiones de los: cuadrados principales (A, B, C, Dy E) de 1 mm por lado
y cuadrados secundarios (25 cuadrados del E) de 0,2 mm por lado.
Fuente: French & Hebert (1980).
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Lo anterior se realiz6 por triplicado y se calculd la concentracion de esporas con la siguiente
formula recomendada por French y Hebert (1980):

.. (conidios
Concentracién (—)
mlL
= Suma de conidios en los 5 cuadrantes secundarios * 50.000
Prueba de mortalidad

En una placa Petri a la que se le colocd un papel filtro (estériles), se depositdé con una
micropipeta 1 mL de la solucién de esporas y posteriormente se colocaron 10 insectos adultos de
Z. subfasciatus con ayuda de un pincel fino autoclavado (Figura 4). Dicha placa se sell6 con
Parafilm™ y se llevo a una cadmara bioclimatica con 26 + 2°C, 80% de humedad y un fotoperiodo
de 16 horas luz, durante 9 dias.

Figura 4. Unidad experimental conformada por la placa Petri con 10
adultos de Z. subfasciatus expuestos a los distintos aislamientos fungicos.
Fuente: Propia.

Diariamente se contabilizo el nimero de coledpteros muertos en cada placa Petri; para ello se
utilizé un pincel fino estéril, con el cual se toco el cuerpo del insecto para verificar su movimiento
y se consideraron como muertos los insectos que presentaron ausencia de movimientos. Ademas,
de acuerdo a lo recomendado por Hailemariam y Seyoum (2013), después de 24 horas de iniciado
el ensayo se incorpor0 a la placa Petri tres granos de frijol; como fuente de alimento para los
insectos. Esto para prevenir la eliminacion de esporas por el contacto de los insectos con los granos.
Los granos de frijol se desinfectaron por 30 segundos en alcohol 70%, posteriormente se pasaron
a una solucion de cloro 0.5% por 1 minuto y finalmente se les realiz6 3 lavados con agua destilada
estéril (ADE). Lo anterior también se realizd para el producto comercial y el testigo; el cual

consistio Unicamente en la solucién acuosa de Tween 80® (0.5%).
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Disefio experimental

El experimento de cada uno de los aislamientos nativos ocurri6 en momentos distintos,
completamente al azar, y tanto el aislamiento nativo como el producto comercial se probaron a
1x10°, 1x10°, 1x10" y 1x108 conidios/mL. El disefio factorial fue de 2x4+1 y se realizaron 5
réplicas para cada tratamiento con n= 50 insectos por tratamiento (Figura 5). Cada uno de estos
bioensayos, y el cultivo de los aislamientos flngicos se llevé a cabo en el Laboratorio de Control
Bioldgico de la ECA, Universidad Nacional.
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Figura 5. Disefio experimental para cada bioensayo de mortalidad de Z. subfasciatus.
Fuente: Propia.

Prueba de micosis

Los insectos considerados como muertos se sacaron de la placa Petri antes de que el hongo
esporulara para evitar o0 minimizar la contaminacion y posible transmision horizontal, segun lo
recomendado por Hailemariam y Seyoum (2013). Posteriormente, para desinfectar la superficie de
los insectos, se sumergieron en ADE por un minuto, luego en etanol 70% durante 30 segundos y
de nuevo en ADE por un minuto. Los insectos se colocaron en una camara hiumeda, que consistid
en una placa Petri con un papel filtro previamente autoclavado al que se le afiadié 1 mL de ADE,
para posteriormente verificar la esporulacion; como evidencia de que el hongo penetro la cuticula
del insecto y por ende la muerte fue debido a la infeccion. Por tanto, sélo los insectos infectados

se tomaron en cuenta para determinar los porcentajes de mortalidad acumulada, el TLso y la CLso.
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Prueba de pureza

Se comparo6 cualitativamente la pureza del producto comercial con la de un aislamiento nativo
(BV-28). Para este ultimo, se colocod 150 g de arroz en una bolsa plastica y se afiadié 45 mL de
H>O destilada, que posteriormente se autoclavé a 121°C por 15 minutos. Una vez que dicho
sustrato se enfrid, se abrié cuidadosamente y se agregaron 4 discos del hongo (con 7 dias de
crecimiento en PDA), se homogeniz6 la bolsa, se volvio a sellar y se colocé en oscuridad durante
4 dias. Al cuarto dia se homogenizé la bolsa y se expuso a 16:8 horas de luz hasta el dia 8, donde
se sacoO de la camara bioclimatica y se llevo a refrigeracion hasta su posterior uso. Esto se realiz6

por tripilcado.

Tanto para el producto comercial como para el aislamiento nativo se coloc6 1 g del sustrato
inoculado con el hongo en un tubo con 9 mL de ADE vy se realizaron diluciones seriadas. De los
tubos con la dilucion 102, 10“y 10° se tomaron 250 pL con micropipeta que se depositaron y
esparcieron con un asa de Digralsky en una placa Petri con PDA. Se realizaron 3 réplicas de cada
una y las placas se llevaron a una camara bioclimatica con 16 horas de luz hasta el dia 6, donde se

realizaron observaciones de contaminacion fungica y bacteriana.
Andlisis estadistico

Los datos de mortalidad acumulada fueron sometidos a un analisis de varianza de medidas
repetidas (RM-ANOVA) mediante el software InfoStat 2018 (http://www.infostat.com.ar), donde
se determind el efecto del entomopatégeno (aislamiento nativo-producto comercial), de la
concentracion y del tiempo sobre la mortalidad de los insectos. EI modelo matematico para un

modelo bifactorial con interaccién se describe como:
Yieg = utai+ v+ 6+ &

conni=1,...,nj=1,..,n,k=1,..n

Con

Y« variable de respuesta de la k-ésimo repeticion en el i-ésimo nivel del factor Ay j-ésimo
nivel Factor B

u: media general

;. efecto de la i-ésimo nivel del Factor A.
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y;- efecto de la j-ésimo nivel del Factor B.
8;;. efecto adicional (interaccion) para la combinacion de los niveles de los factores.

&;jx- término de error que se distribuye normal independiente con media cero y varianza
constante.

Se comprobaron los supuestos del ANOVA con gréficos diagndsticos (cuantiles de los
términos de error, graficos de residuos y graficos de residuos vs. predichos) y se escogio el modelo
que mejor ajustd segun los criterios de Akaike (AIC) y de informacidn Bayesiano (BIC). En las
variables donde existieron diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realizaron las
comparaciones de medias por medio de la prueba de Prueba de Di Rienzo, Guzméan y Casanoves
(DGC) (p < 0.05), permitiendo la formacion de grupos excluyentes y no transicion entre

tratamientos.

Para determinar el TLso, de acuerdo al estudio de Geronimo-Torres et al. (2016) se eligio la
tasa de mortalidad obtenida con 1x10’ conidios/mL; como concentracion estandar. Los datos se

analizaron mediante modelos lineales generalizados de regresion logistica para datos binarios.

Siendo g(u) la funcién de enlace que transforma la media poblacional, el modelo para cada

analisis es el siguiente:
e Eltiempo letal 50 (TLso)
g(u;) = By + BiTratamiento + B,Dias

Se probaron las siguientes funciones de enlace:

e Logit: g(p;) = logit(p;) = logit (ﬁ;i)
e Probit: g(p;) = @~ (p)
e Complemento log-log: g(p;) = log(—log(1 — p;))
Esto se implementd en el programa RStudio 2015 (http://www.rstudio.com/) y se escogio la

funcion de enlace Logit, ya que fue la que genero el mejor ajuste de los datos.

Para determinar la CLso se llevo a cabo una regresion lineal simple en RStudio 2015, con los

datos de porcentaje de mortalidad correspondientes al dia donde el primer tratamiento alcanzé el
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90% de mortalidad. Para los bioensayos de los aislamientos BV-09 y BV-28 se utilizo el logaritmo

de las concentraciones; ya que proporcioné el mejor ajuste de la recta.

4. Resultados

Pruebas de mortalidad

El RM-ANOVA para el aislamiento BV-01 arrojé que la interaccion Entomopatogeno
(aislamiento nativo y comercial)-Concentracion-Dia tienen un efecto significativo en el patron de
mortalidad observado (Figura 6, Anexo 1). Este aislamiento provocd una mayor mortalidad de Z.
subfasciatus con la concentracion mas alta de indculo (1x108 conidios/mL); con un 90% de
mortalidad en el primer dia de la prueba. Por el contrario, el producto comercial causé mayor
mortalidad con las concentraciones mas bajas, y su maxima mortalidad fue de 70%; al dia 8 con
1x10° conidios/mL.
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Figura 6. Efecto del Entomopatégeno (BV-01 y comercial)- Concentracion -Dia sobre la mortalidad

de Z. subfasciatus (10-5= 1x10°, 10-6= 1x10°, 10-7= 1x107, 10-8= 1x108 conidios/mL)
(Medias con letras iguales son no diferentes estadisticamente (p > 0.05)).
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La mortalidad mas elevada causada por el aislamiento BV-09, fue de 88% con 1x10°

conidios/mL en el dia 8. Por otro lado, la mortalidad méaxima originada por el producto comercial

fue de 56% con 1x10® conidios/mL en el dia 9 (Cuadro 3). Por su parte, se encontrd que a partir

del dia 3 este aislamiento nativo generd significativamente mayor mortalidad (Figura 7a) y se

evidencio que las concentraciones mas elevadas provocaron mayor mortalidad; sin importar el

entomopatdgeno empleado (Figura 7b) (Anexo 2).

Cuadro 3. Mortalidad acumulada de Z. subfasciatus causada por el aislamiento BV-09 y

el producto comercial de B. bassiana a diferentes concentraciones.

Concentracion

Mortalidad acumulada después de la inoculacién (%)

Tratamiento fangica
(conidios/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1x10° 0 6 8 14 28 44 54 54 64
BV-09 1x1068 12 18 22 30 48 74 82 88 88
1x107 24 28 30 50 70 82 8 86 86
1x108 12 20 40 64 70 74 78 78 78
1x10° 2 4 4 6 10 10 12 18 26
Comercial 1x108 4 6 6 8 14 26 34 34 36
1x107 22 26 26 28 34 36 36 38 38
1x108 10 14 18 36 52 54 54 54 56
Testigo 0 8 8 8 8 8 8 8 8 8
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Figura 7. Efecto de la interaccion Entomopatégeno (BV-09 y comercial)-Dia (a) y
Concentracion (conidios/mL)-Dia (b) sobre la mortalidad de Z. subfasciatus
(Medias con letras iguales son no diferentes estadisticamente (p > 0.05)).

29



El aislamiento BV-15 al dia 4 provocd el 100% de mortalidad de los insectos con la
concentracion mas elevada (1x108 conidios/mL), mientras que el producto comercial provoco la
mayor mortalidad (76%) con 1x10° conidios/mL en el dia 7 (Cuadro 4). Este aislamiento nativo
generé mayor mortalidad durante el bioensayo, a partir del segundo dia de evaluacion (Figura 8a)
y con las concentraciones mas altas (1x10’y 1x10%) (Figura 8b), de manera significativa (p <

0.05), en comparacion con el producto comercial (Anexo 3).

Cuadro 4. Mortalidad acumulada de Z. subfasciatus causada por el aislamiento BV-15y
el producto comercial de B. bassiana a diferentes concentraciones.

Concentracion Mortalidad acumulada después de la inoculacion (%)

Tratamiento fangica
(conidios/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1x10° 22 30 44 74 82 86 92 92 92
6

BV-15 1x10 12 22 62 68 74 74 76 76 76
1x107 30 66 90 94 94 94 94 94 94

1x108 56 88 94 100 100 100 100 100 100

1x10° 8 22 26 42 58 64 74 74 74

. 1x10° 22 28 38 58 70 74 76 76 76

Comercial

1x107 34 36 56 64 66 66 66 66 66

1x108 18 28 42 42 42 42 42 42 42

Testigo 0 8 8 10 10 12 14 18 18 20
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Entomopatégeno-Concentracion (conidios/mL) (b) sobre la mortalidad de Z. subfasciatus
(Medias con letras iguales son no diferentes estadisticamente (p > 0.05)).
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El aislamiento BV-28 causO el 100% de mortalidad de los insectos (al dia 6) con 1x108
conidios/mL. En contraste, el producto comercial produjo una mortalidad mas alta (76%) con
1x10°y 1x10" al dia 9 (Cuadro 5). En adicion, este aislamiento generé una mortalidad mayor con
respecto al producto comercial de manera significativa (Figura 9a) y se evidencié una relacion

positiva de la concentracion con la mortalidad causada (Figura 9b) (Anexo 4).

Cuadro 5. Mortalidad acumulada de Z. subfasciatus causada por el aislamiento BV-28
y el producto comercial de B. bassiana a diferentes concentraciones.

Concentracion  njortalidad acumulada de la inoculacién (%)

Tratamiento fungica
(conidios/mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1x10° 16 18 32 36 46 48 54 58 58
6
BV/-28 1x10 12 20 36 48 62 76 80 83 90
1x107 16 26 34 42 72 88 90 90 90
1x108 32 34 74 92 98 100 100 100 100
1x10° 4 10 12 14 22 30 34 36 44
. 1x10° 14 18 20 30 42 58 66 72 76
Comercial
1x107 6 8 14 32 56 66 72 74 76
1x108 12 14 14 22 42 62 62 64 66
Testigo 0 12 12 12 12 12 12 12 14 16
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de la Concentracion-Dia (b) sobre la mortalidad de Z. subfasciatus
(Medias con letras iguales son no diferentes estadisticamente (p > 0.05)).
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Tiempo Letal Medio y Dosis Letal Media

Con respecto al TLso, el aislamiento que requiri6 menor cantidad de tiempo para matar el 50%
de los insectos fue BV-15 con 1 dia, seguido por BV-01 con 1.5 dias, BV-09 con 3.8 dias y BV-
28 con 3.9 dias. Para el producto comercial los valores fueron mas elevados y con gran variacion,

ya que rondaron entre 3.1 y 19 dias (Cuadro 6, Figura 10).

Cuadro 6. Tiempo letal medio (TLso) de Z. subfasciatus, provocado por distintos
aislamientos y un producto comercial de B. bassianaa 1x107 conidios/mL.

Tratamiento TLso

(dias)
BV-01 15
Comercial 19
BV-09 3.8
Comercial 12.9
BV-15 1
Comercial 3.1
BV-28 3.9
Comercial 5.6
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Figura 10. Modelo Logit ajustado de la proporcion de insectos muertos (Muertos/Expuestos) para el
TLso del aislamiento nativo (izquierda) y para el producto comercial (derecha).
BV01 (a), BV09 (b), BV15 (c) y BV28 (d).
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En cuanto a la CLso, el aislamiento que requiri6 menor cantidad de indculo para matar el 50%
de los insectos fue BV-09 (4.9x10° conidios/mL), seguido por BV-28 (1.6x10° conidios/mL),
BV-15 (2.5x10’ conidios/mL) y BV-01 (3.6x10" conidios/mL). El producto comercial presentd
mucha variabilidad, desde 5.4x107 hasta 1.9x10%! (Cuadro 7, Anexos 5-8).

Cuadro 7. Concentracion letal media (CLsg) de los distintos aislamientos y
de un producto comercial de B. bassiana para el insecto Z. subfasciatus.

Tratamiento CLso Ecuacion regresion
(conidios/mL)
BV-01 3.6 x107 y=6.14x10"7 X + 2.7x10!
Comercial 1.1 x10° y=3.03x108 X + 1.77x10*
BV-09 4.9x10° y=3.04 X + 31*
Comercial 5.4 x107 y=4.86 X - 36.8*
BV-15 2.5x 107 y=5.36x107 X + 3.66x10"
Comercial 6.4 x 10° y=3.40x10° X + 2.84x10!
BV-28 1.6 x 108 y=7.04 X - 50.80*
Comercial 1.9 x 10% y=1.13 X + 7.60*

*Estimado con log de la concentracion
Micosis

Por otra parte, se evidencié de manera general que los insectos infectados con los aislamientos
nativos (Figura 11a-d) tendieron a desarrollar mas micelio y esporas que los infectados con el
producto comercial (Figura 1le-h). Ademas, varios insectos, que fueron expuestos a dicho
micoinsecticida comercial mostraron contaminacion (Figura 11i-1). En cuanto a los que se

expusieron al testigo, mayoritariamente no manifestaron esporulacion (Figurallm-o).
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Figura 11. Adultos de Z. subfasciatus infectados con BV-01 (a), BV-09 (b), BV-15 (c), BV-28 (d),
el producto comercial (e-h), el producto comercial contaminados (i-1) y testigo (m-o).

Pruebas de pureza

Se observé cualitativamente que las placas del producto comercial presentaron poca cantidad
de micelio e incluso aparicion de otros hongos y bacterias; por lo que hubo coincidencia con que
se evidencio en la esporulacion de los insectos (prueba de micosis). Por su parte, las placas del

aislamiento nativo resultaron estar puras (Figura 12).

37



c)

Figura 12. Prueba de pureza para el aislamiento (BV-28) (arriba) y el producto comercial

de B. bassiana (abajo) a una concentracion de 1x103(a), 1x10** (b) y 1x107(c) conidios/mL.
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5. Discusion

Estadistica y biolégicamente los cuatro aislamientos fueron mas virulentos y patogénicos que
el producto comercial, ya que la méxima mortalidad provocada por los aislamientos rondé entre
88-100% y se alcanzé en los primeros dias del experimento, mientras que la del producto comercial
estuvo entre 56-76%. Leon-Martinez, Campos-Pinzén y Arguelles-Céardenas (2019) también
encontraron que cepas promisorias de B. bassiana y M. anisopliae provocaron una alta mortalidad
(90%) del coledptero Rhynchophorus palmarum, en comparacion con un producto comercial de
M. anisopliae (13%). Por su parte, Tomer et al. (2018) observaron que tanto aislamientos nativos
de M. anisopliae como una cepa comercial resultaron patogénicos contra Dermanyssus gallinae,

pero la cepa comercial causd una de las sobrevivencias mas altas (30%).

Por otra parte, en la mayoria de los ensayos se observo que las concentraciones de hongo mas
elevadas indujeron una mortalidad mas alta, lo cual coincide con lo reportado por Tuncer,
Kushiyev, Erper, Ozdemir y Saruhan (2019), quienes aportan que la eficacia del hongo
entomopatogeno tiende a incrementar conforme se aumenta su concentracion. No obstante, el
aislamiento BV-09 (Cuadro 3) presentd un comportamiento contrario. Esto podria ser una
demostracion de hormesis; fendmeno bifasico donde bajas concentraciones de un agente estresor,
estimulan determinado efecto y altas concentraciones lo inhiben (Ramanaidu & Cutler, 2012).
Cabe destacar que no existen reportes de que el insecto Z. subfasciatus manifieste una respuesta
adaptativa hormética hacia B. bassiana, pero si la ha mostrado cuando se le ha aplicado insecticida
(azadiractina) (Mallqui, Vieira, & Guedes, 2014) y extractos botanicos (Tetradenia riparia)
(Cutler, 2013).

Todos los aislamientos nativos resultaron tener menor TLso y CLso que el producto comercial.
Dichos valores fueron similares entre los aislamientos BV-01 y BV-15; y entre BV-09 y BV-28.
Quesada-Moraga et al. (2006) obtuvieron resultados similares, donde aislamientos de B. bassiana
fueron mas virulentos hacia B. tabaci, que un micoinsecticida comercial (basado en B. bassiana).
Los aislamientos provocaron un tiempo de sobrevivencia mas corto (7 dias) y una CLso entre
6.53x10° y 9.34x10’ conidios/mL, mientras que la del micoinsecida fue la mas alta (3.50x108
conidios/mL). Con respecto a los valores variables de TLso y CLso del producto comercial, es

importante aclarar que se utilizo el mismo producto comercial en cada uno de los bioensayos, pero
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se utilizaron dos lotes distintos debido a que el primero se contamind. Esto se ve reflejado en los
bioensayos de los aislamientos BV-01 y BV-09, donde el producto comercial obtuvo TLso y CLso
similares, ya que para éstos se utiliz6 un mismo lote. Mientras que para los bioensayos de los
aislamientos BV-15y BV-28, en los que se utiliz6 otro lote de producto comercial, el TLsotambién

fue similar y presentaron los mayores valores de CLso (Cuadro 7).

El hecho de que el producto comercial haya causado una mortalidad mas baja, junto con TLso
y CLso més elevados podria estar relacionado con la contaminacion evidenciada en la esporulacion
de los insectos (Figura 11e-h) y en las pruebas de pureza (Figura 12), ya que la presencia de otros
microorganismos podria estar inhibiendo el crecimiento y eficacia del hongo (Monzon, 2001).
También podria ser por falta de revigorizacion, debido a que se considera de gran importancia
inocular el hongo sobre insectos de interés (Vargas-Martinez, Salazar-Blanco, Gonzalez-Herrera,
& Molina-Bravo, 2019) en lugar de realizar resiembras sucesivas, con el fin de evitar la pérdida

de virulencia y reactivar el potencial bioinsecticida (Simi et al., 2018).

Otro aspecto que pudo haber influenciado, es que los conidios de los aislamientos nativos se
cosecharon de medio PDA, mientras que los del producto comercial de arroz que ademas, al ser
una formulacion, contenia otros componentes como aminoacidos, extracto de algas, polisacaridos
y flavonoides. Se ha observado que existen sustratos de crecimiento que promueven una mayor o
menor virulencia (Ortiz-Urquiza, Fan, Garrett, & Keyhani, 2016). Por ejemplo, Santoro et al.
(2007) reportaron diferencias significativas en la mortalidad de adultos de escarabajos que fueron
infectados con conidios de B. bassiana, producidos en distintos sustratos (arroz, medio sintético y

en el insecto).

Al igual que lo observado en este trabajo, se han reportado variaciones en la patogenicidad y
virulencia de distintos aislamientos de hongos de la misma especie. Qazzaz, Al-masri y Barakat
(2015) encontraron que distintos aislamientos de B. bassiana resultaron tener diferentes valores de
ClLso; entre 3.8 y 10.5 (log de conidios/mL) y de TLso; desde 3.9 hasta 5.6 dias contra la mosca
mediterranea de la fruta. Mwamburi y Laing (2010) evaluaron in vitro la actividad
entomopatogénica de 34 aislamientos de B. bassiana hacia Musca domestica y encontraron que
todos fueron patogénicos, tanto a la larva como al adulto, causaron entre 30-100% de mortalidad,

con una CLso entre 103-10° conidios/mL y un TLso entre 0.44-1.3 dias.
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Wang y Chi (2019) también encontraron que cinco cepas de B. bassiana tuvieron TLso entre
3.28 y 8.25 dias al infectar larvas del coledptero Xylotrechus rusticus y Santoro, Oliveira,
Alexandre y Angeli (2007) estimaron valores de CLso entre 2.92 y 177.42 (10° conidios/mL) al
atacar el escarabajo Alphitobius diaperinus. Dicha variabilidad puede deberse a ciertos factores
como la capacidad de adherencia y penetracion de los conidios en el integumento del insecto, el
nivel toxicogénico que posea el aislamiento e incluso la capacidad de defensa del insecto (Aldana,
Mesa, & Olivera, 2011).

Por otro lado, se puede decir que Z. subfasciatus es un insecto adecuado para este tipo de
experimentos dosis-respuesta, gracias a su facil manipulacion y alta reproduccion, y que el tiempo
de los bioensayos (9 dias) resulté dptimo para visualizar la actividad entomopatogénica de los
aislamientos, ya que alrededor del dia 7 los porcentajes de mortalidad se estabilizaron en todas las
concentraciones probadas. También el hecho de que en pocos dias los aislamientos nativos hayan
tenido alta patogenicidad resulta relevante. Esto porque la velocidad a la que se mata una plaga
objetivo, se considera un requerimiento primordial para que un micoinsecticida sea competitivo

ante un pesticida quimico (Quesada-Moraga et al., 2006).

Cabe rescatar que BV-01 y BV-15 tuvieron una CLso mas alta que los otros dos aislamientos,
pero provocaron altos porcentajes de mortalidad (98 y 100%) en los primeros dias de los
experimentos (dias 2 y 4), lo cual se reflejo en un TLso=1.5 y 1 dia. Otros entomopatogenos han
presentado una maxima mortalidad de 93%, hasta el dia 6 despues de la inoculacion, hacia Z.
subfasciatus (Hailemariam & Seyoum, 2013). Por lo tanto, se podrian considerar con potencial
para futuros ensayos de caracterizacion, especificidad, compatibilidad con otros hongos e
insecticidas, tanto en condiciones de laboratorio como de campo, e incluso para su posible

comercializacion como bioinsecticidas.
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6. Conclusiones

Los cuatro aislamientos nativos de B. bassiana causaron altos porcentajes de mortalidad (88-
100%), la cual tendi6 a incrementar con una mayor concentracion del entomopatdgeno, excepto
para el aislamiento BV-09; por lo que podria tratarse de un efecto de hormesis en Z. subfasciatus

inducido por este entomopatogeno.

El TLso de los aislamientos nativos rondo entre 1y 4 dias, y la CLso entre 4.9x10° y 3.6x10’
conidios/mL, que fueron menores a los estimados para el producto comercial. Ademas, dicho
producto provocd una mortalidad méas baja (56-76%), lo cual puede estar relacionado con

impurezas, el tipo de sustrato de donde provenian los conidios o con falta de revigorizacion.

Los resultados indicaron que los aislamientos nativos evaluados tienen elevada capacidad
patogénica, bajo condiciones de laboratorio, hacia Z. subfasciatus. Se puede rescatar el aislamiento
BV-15, obtenido de suelo de cafetal, que provoco hasta 100% de mortalidad de los insectos con
TLso= 1 dia y CLso= 2.5x10" conidios/mL. Por tanto, estos aislamientos nativos podrian
considerarse en posteriores investigaciones que conlleven a su formulacion comercial como

potenciales agentes de control biologico.
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7. Recomendaciones

Al existir interés en llegar a comercializar aislamientos nativos de B. bassiana, se recomienda
continuar evaluando sus caracteristicas de germinacion, de capacidad de esporulacion (realizar
conteo de conidios de los insectos infectados), de especificidad (si se desean emplear contra
determinada plaga objetivo), de compatibilidad (con otros microorganismos y productos quimicos)
para promover el uso correcto de estos en el control bioldgico de plagas. Esto especialmente con
el aislamiento BV-15, que mostro resultados prometedores. Ademas, indagar en los estandares de
calidad para una produccién masiva eficaz y proceso de empacado, que aseguren la pureza y

conservacion del hongo.

También seguir caracterizando la respuesta de hormesis que presento el aislamiento BV-09,
con una ampliacion de las concentraciones probadas y determinar si efectivamente se estimula la

adaptacion de Z. subfasciatus al hongo con las concentraciones subletales.

Para pruebas similares a las de este trabajo, tratar de estandarizar los tratamientos; es decir,
adquirir los conidios del producto comercial de un sustrato similar al de donde se obtengan los de
los aislamientos nativos. Ademas, previo a los bioensayos, llevar a cabo pruebas de viabilidad,
esporulacion, germinacion y de pureza; para tener la certeza de que el producto a aplicar es

Unicamente el entomopatdégeno.

Para trabajos donde se desee utilizar Z. subfasciatus como insecto modelo, es recomendable
realizar observaciones previas de su comportamiento, ya que son insectos pequefios (miden entre
3-5 mm), vuelan muy rapido e incluso suelen hacerse los muertos cuando se sienten amenazados.
Por tanto, al momento de verificar la mortalidad se deben tocar cuidadosamente con un pincel o

instrumento estéril para activarlos.
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9. Anexos

Anexo 1. Analisis de varianza de medidas repetidas en el tiempo para el experimento del
aislamiento BV-01.

Resultados para el modelo:

Variable dependiente: Mortalidad

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1
360 2519,79 2790,85 -1185,90 999 0,70 094
AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipotesis marginales (SC tipo 111)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 256 396,82 <0,0001
Cepa 1 32  47,93<0,0001
Dosis 3 32 1,69 0,1888
Fecha 8 256 91,14 <0,0001
3
8

Cepa:Dosis 32 1,84 0,1589
Cepa:Fecha 256 5,83 <0,0001
Dosis:Fecha 24 256 11,23 <0,0001
Cepa:Dosis:Fecha 24 256 2,98 <0,0001
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Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdldent
Formula: ~1|Cepa_Dosis_Rep

Desvios estandares relativos al residual y correlaciones

(const)
1,92

(const)

Residuos condicionales estandarizados de Pearson vrs valores predichos:

<+

Cuantiles muestrales

Res .cond.estand.Pearson

-20 0 20 40 60 80 100 -3 2 -1 0 1 2 3

Valores predichos Cuantiles tedricos

Anexo 2. Analisis de varianza de medidas repetidas en el tiempo para el experimento del
aislamiento BV-009.

Resultados para el modelo: mim.modelo.004_Mortalidad REML

Variable dependiente: Mortalidad

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC
360 2643,61 2914,67
AIC y BIC menores implica mejor

logLik
-1247.80

Sigma R2 0 R2 1
13,11 0,69 0,88
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Pruebas de hipotesis marginales (SC tipo I11)

numDF denDF F-value p-value

(Intercept) 1
Cepa 1
Dosis 3
Fecha 8
Cepa:Dosis 3
Cepa:Fecha 8
Dosis:Fecha

24
Cepa:Dosis:Fecha 24

256 236,33 <0,0001

32
32
256
32
256
256
256

26,42 <0,0001

6,84 0,0011
83,47 <0,0001
0,49 0,6901
14,15 <0,0001
2,29 0,0008
0,95 05271

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdldent

Formula: ~1|Cepa_Dosis_Rep

Desvios estandares relativos al residual y correlaciones

(const)
const) 1,12

Residuos condicionales estandarizados de Pearson vrs valores predichos:

Res cond estand Pearson

0

le*

ho?

|

b

b

y

Cuantiles mugstrales

T T T T T
-20 4] 20 40 60

Valores predichos

Anexo 3. Analisis de varianza de medidas repetidas en el tiempo para el experimento del

Resultados para el modelo

T
80

Variable dependiente: Mortalidad

aislamiento BV-15.
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Medidas de ajuste del modelo

N AlIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1

360  2565,57 2836,63 -1208,79 1145 0,74

0,90

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipotesis marginales (SC tipo I11)

numDF denDF F-value p-value

(Intercept) 1 256 907,31<0,0001
Cepa 1 32 37,06 <0,0001
Dosis 3 32 1,87 0,1550
Fecha 8 256 110,43 <0,0001
Cepa:Dosis 3 32 6,89 10,0010
Cepa:Fecha 8 256 3,48 10,0008
Dosis:Fecha 24 256 5,85 <0,0001
Cepa:Dosis:Fecha 24 256 0,84 0,6861

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdident
Formula: ~1|Cepa_Dosis_Rep

Desvios estandares relativos al residual y correlaciones

(const)
const) 1,11

Residuos condicionales estandarizados de Pearson vrs valores predichos:

0

-

Res cond estand Pearson

2
1

T
40

T
60

T
80

o
Cuantiles muestrales

Cuantiles tedricos
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Anexo 4. Analisis de varianza de medidas repetidas en el tiempo para el experimento del
aislamiento BV-28.

Resultados para el modelo

Variable dependiente: Mortalidad

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1
360  2586,00 2857,06 -1219,00 1190 0,77 091
AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipotesis marginales (SC tipo I11)

numDF denDF F-value p-value

(Intercept) 1 256 528,24 <0,0001
Cepa 1 32 26,74 <0,0001
Dosis 3 32 8,19 0,0003
Fechas 8 256 163,06 <0,0001
Dosis:Fechas 24 256 4,05 <0,0001
Cepa:Dosis 3 32 2,35 0,0908
Cepa:Fechas 8 256 3,70 0,0004

Cepa:Dosis:Fechas 24 256 1,14 0,3004

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdldent
Formula: ~1|Cepa_Dosis_Rep

Desvios estandares relativos al residual y correlaciones

(const)
const) 1.08



Residuos condicionales estandarizados de Pearson vrs valores predichos:
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Valores predichos

Cuantiles tedricos

Anexo 5. Regresion lineal ajustada para la CLso del aislamiento BV-01 (izquierda) y para el

producto comercial (derecha).
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Anexo 6. Regresion lineal ajustada para la CLso del aislamiento BV-09 (izquierda) y para el

producto comercial (derecha).
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Muertos

Muertos

Anexo 7. Regresion lineal ajustada para la CLso del aislamiento BV-15 (izquierda) y para el
producto comercial (derecha).
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Anexo 8. Regresion lineal ajustada para la CLso del aislamiento BV-28 (izquierda) y para el
producto comercial (derecha).
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