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RESUMEN

Cuatro cepas del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana fueron aisladas de
insectos plaga infectados en campo, éstas fueron purificadas en laboratorio y codificadas BB-
(CGor, C3, C6 y CGm). Luego, se cultivo cada cepa en 500mL de ViveSoy + 40g glucosa +
minerales (KNO3 (0,5 g), KH2PO4 (0,5 g), CaCO3 (0,5g) por 10 dias en una incubadora con
agitacion a temperatura ambiente (25°C).

El efecto de cada una de las cuatro cepas de B. bassiana fue evaluada en 2 especies
de insectos plaga de granos almacenados, gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) y redondilla
del maiz suave (Pagiocerus fiorii) para lo cual se utilizo recipientes los cuales contenian 15
individuos por especie con cuatro réplicas por tratamiento.

Se evalud la mortalidad luego de dos aplicaciones, separadas por dos dias, para ello
se utilizd una concentracion de 6 mL de cada cepa cultivada y diluida en 1 L de agua
destilada, afiadiendo 2 mL de fijador agricola en todos los tratamientos. El control utiliz6
solo agua destilada y fijador.

Luego de evaluar la mortalidad, se utiliz6 un Analisis de Varianza para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos y luego un Test Tukey HSD para determinar
diferencias entre pares de tratamientos, se encontré en S. zeamais, a BB-CGor con una
mortalidad de 92,0% y BB-C3 con 88,0%. (Fa, 15=229,7; p=2,93.10"3). En P. fiorii a BB-
CGor = 90,0% y BB-C3 = 86,75% (Fs, 15 =182,6; p=1,58.10"2). El estudio determind la
eficiencia de cada una de las cepas sobre cada especie de plaga encontrando que en las dos
plagas las cepas CGor y C3 fueron las mas efectivas sin diferencia significativa entre ambas.
Se puede seleccionar éstas dos cepas para el control de insectos del mismo grupo.

Palabras Clave: Hongos entomopatogenos Beauveria bassiana, Sitophilus zeamais,
Pagiocerus fiorii, cultivo liquido, mortalidad, insectos plaga.



ABSTRACT
Four strains of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana were isolated from
field-infected pest insects, these were purified and BB- encoded (CGor, C3, C6 and CGm).
Then, each strain was grown in 500mL of ViveSoy + 40g glucose + minerals (KNO3 (0.59g),
KH2PO4 (0.5g), CaCO3 (0.5g) for 10 days in an incubator with shaking at room temperature
(25° C).

The effect of each of the four strains of B. bassiana was evaluated in 2 species of
stored grain pest insects, corn weevil (Sitophilus zeamais) and soft corn roundworm
(Pagiocerus fiorii), for which containers were used which contained 15 individuals per
species with four replicates per treatment.

Mortality was evaluated after two applications, separated by two days, for which a
concentration of 6 mL of each cultivated strain was used and diluted in 1 L of distilled water,
adding 2 mL of agricultural fixative in all treatments. The control used only distilled water

and fixative.

After evaluating mortality, an Analysis of Variance was used to determine significant
differences between treatments, and then a Tukey HSD Test to determine differences
between pairs of treatments. BB-CGor was found in S. zeamais with a mortality of 92, 0%
and BB-C3 with 88.0%. (F4, 15 = 229.7; p = 2.93.10-13). In P. fiorii at BB-CGor = 90.0%
and BB-C3 = 86.75% (F4, 15 = 182.6; p = 1.58.10-12). The study determined the efficiency
of each of the strains on each pest species, finding that in both pests that CGor and C3 strains

were the most effective without significant difference between the two of them.

Key words: Entomopathogenic fungi, liquid culture, mortality, insect pests, Beauveria

bassiana, Sitophilus zeamais, Pagiocerus fiorii.
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INTRODUCCION

La agricultura es una industria creciente, cada vez hay mas demanda de alimentos pero los
recursos son cada vez mas escasos. Se busca potenciar la produccion de plantas para lograr
suplir la demanda. En este intento, la proteccion vegetal utiliza diferentes estrategias para
cuidar a las plantas, en especial de plagas. Las plagas de insectos son controlados usualmente
con insecticidas convencionales, los cuales pueden ser nocivos para muchos organismos no
blanco (Ortiz, Luo & Keyhani, 2015). Una alternativa son los micoinsecticidas, que son
bioinsumos que tienen como agente activo a cepas de hongos entomopatdgenos, los cuales
son capaces de manejar las excesivas poblaciones de ciertos grupos de insectos (Lopez &
Sword, 2015). Esta investigacion tiene el objetivo de evaluar la mortalidad de cuatro cepas
del entomopatogeno Beauveria bassiana en dos especies de insectos plaga de granos
almacenados, con el uso de un medio de cultivo liquido.

B. bassiana es un hongo Ascomycota, familia de los Cordyceps se reproduce por
conidias asexuales y produce un micelio blanco esponjoso hasta polvoso en PDA (Ortiz-
Urquiza et al., 2010) No se comprende bien los factores asociados a la virulencia del hongo,
se cree gue el hospedador del que se aisl6 juega un papel fundamental (Leckie et al., 2008;
Mann & Davis, 2020). Por esta razon, se evaluarad diferentes cepas aisladas de distintos
hospedadores. El hongo sera cultivado en un medio liquido econdmico. Los insectos
utilizados fueron dos especies plagas del maiz, gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) y
redondilla del maiz suave (Pagiocerus fiorii). Ambos con tiempos generacionales cortos y

alta supervivencia en condiciones de laboratorio (Lopez & Sword, 2015).
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DESARROLLO DEL TEMA

Metodologia

Cuatro cepas de Beauveria bassiana fueron aisladas de insectos plaga infectados en campo,
éstas fueron purificadas en laboratorio, aisladas en PDA y codificadas BB-(CGor (Orden:
Coleoptera -gorgojos), CGm (Galleria mellonella — Orden: Lepidoptera), C3 y C6 (Orden:
Hemiptera - Sternorrhyncha). Luego, se cultivo cada cepa en 500mL de ViveSoy (leche de
soya comercial) + 40g glucosa + minerales (KNO3z (0,5 g), KH2PO4 (0,5 g), CaCOs (0,59))
por 10 dias en una incubadora con agitacion a 25°C.

El efecto de cada una de las cuatro cepas de B. bassiana fue evaluada en dos especies
de insectos plaga de granos almacenados, gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) y redondilla
del maiz suave (Pagiocerus fiorii) para lo cual se utilizo recipientes los cuales contenian 15
individuos por especie con cuatro réplicas por tratamiento. Cada recipiente contenia alimento
maiz y un papel hiumedo para facilitar el crecimiento del hongo.

Se evalu6 la mortalidad luego de dos aplicaciones, separadas por dos dias, y luego se
contaron los individuos muertos luego de un total de 4 dias luego de la primera aplicacion.
Los individuos muertos se determinaron con una lupa entomoldgica. Para las aplicaciones se
utiliz6é una concentracién de 6 mL de cada cepa cultivada en liquido y diluida en 1 L de agua
destilada, afiadiendo 2 mL de fijador agricola en todos los tratamientos. EI control utiliz6
solo agua destilada y fijador.

Luego de evaluar la mortalidad, se utiliz6 un Analisis de Varianza para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos y luego un Test Tukey HSD para determinar

diferencias entre pares de tratamientos.
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Resultados y Discusion
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Figura 1. Diagrama de caja de la mortalidad de las 4 cepas + Control sobre Sitophilus
zeamais.

La mortalidad mas alta se registr6 en BB-CGor con una mortalidad promedio de 92,0% y
BB-C3 con 88,0%

GL SS MS F P
TRATAMIENTO | 4 2.2879 0.572 229.7  2.93E-13
RESIDUALES | 15 0.0373  0.0025

Tabla 1. Resultado del Analisis de Varianza para Sitophilus zeamais.

Existe evidencia para rechazar la hipétesis nula sobre igualdad y se acepta la hipotesis
alternativa sobre la diferencia entre las medias de los tratamientos.
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Nivel de confianza del 95%
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Figura 2. Resultado del Test Tukey HSD en Sitophilus zeamais.

El test determina que hay diferencias significativas entre todos los grupos y el control. Pero,
no diferencias entre BB-CGor y BB-C3 y entre BB-CGm y BB-C3.
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Figura 3. Diagrama de caja de la mortalidad de las 4 cepas + Control, sobre Pagiocerus
fiorii.

La mortalidad més alta se logré con BB-CGor = 90,0% y con BB-C3 = 86,75%.

GL SS MS F P
TRATAMIENTO | 4 20527  0.5132 1826  1.58E-12
RESIDUALES | 15 0.0421  0.0028

Tabla 2. Resultado del Analisis de Varianza para Pagiocerus fiorii.

Hay evidencia para rechazar la Hipdtesis nula, existe diferencia significativa entre las
medias de los tratamientos.
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Nivel de confianza del 95%
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Figura 4. Resultado del Test Tukey HSD en Pagiocerus fiorii.

El test determina que hay diferencias significativas entre todos los grupos y el control. Pero,
no diferencias entre grupo a (BB-CGor y BB-C3) y entre b (BB-CGm y BB-C3). Si hay
diferencias entre a y b.

Discusion

Los resultados expuestos nos indican que los promedios de los tratamientos (Cepas + control)
son significativamente diferentes entre si. Se encontr6 en S. zeamais, a BB-CGor con una
mortalidad de 92,0% y BB-C3 con 88,0%. (F4,15=229,7; p=2,93.10"%). En P. fiorii a BB-
CGor = 90,0% y BB-C3 = 86,75% (Fs, 15 =182,6; p=1,58.10"2). El estudio determind la
eficiencia de cada una de las cepas sobre cada especie de plaga encontrando que en las dos
plagas las cepas CGor y C3 fueron las mas efectivas sin diferencia significativa entre ambas.
También se encontrd que las cepas BB-CGm y BB-C6 no tienen diferencias significativas

entre si, las cuales fueron las cepas con las tasas de mortalidad mas bajas.
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Este resultado es relevante porque nos indica que las cepas aisladas, de un
determinado tipo de hospedador, son eficaces contra la misma clase de insecto del que se
aislo (Ortiz-Urquiza et al., 2010). En este caso, la cepa BB-CGor fue aislada de un gorgojo
del maiz y esta misma cepa tuvo las tasas de mortalidad més altas en las dos especies de

gorgojos utilizadas en experimentacion.

Los factores que afectan a la virulencia del hongo todavia no son comprendidos a
profundidad, se cree que es una interaccion compleja entre la genética del hongo vy el
hospedador y variables ambientales (Gouli et al., 2012). La filogenia y sistematica de este
grupo de Ascomycota es compleja, empezando por el hecho de que todo el grupo del género
Beauveria, segln estudios, deberia considerarse como un complejo de especies muy
emparentadas entre si pero lo suficientemente diferentes para ser todo un linaje dentro de la
familia Cordycipitaceae (Rehner et al., 2011). Esto explica la razon de que la cepa BB-C3
tenga tasas tan altas a pesar de provenir de Hemipteros, se necesitan mas estudios genéticos

sobre las cepas.

En el proceso de infeccion ocurre que las esporas germinan en la cuticula del insecto,
penetran a los 6rganos internos y el insecto muere, generando mas esporas para futuras
infecciones (Gouli et al., 2012). Otro camino es que el hongo produce metabolitos y estos
son los responsables de la muerte del insecto, que luego servira de alimento para que el hongo
produzca mas esporas (Gurulingappa, McGee & Sword, 2011). Es este caso, 4 dias es muy
poco tiempo para que el hongo cumpla todo su ciclo, desde la germinacién de la espora en la
cuticula del insecto, hasta la esporulacion para futuras infecciones, segun la literatura esto
puede tomar hasta 10 dias (Gurulingappa, McGee & Sword, 2011). Por lo que la muerte de

los insectos es mejor explicado a través de la accion de metabolitos y realmente no de las
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conidias del hongo. Sin embargo, esto no implica que el hongo luego pueda desarrollarse en
el cadaver del insecto, para lo cual se recomienda hacer una tercera evaluacion luego de por

lo menos 10 dias para identificar micelio en los insectos y poder aislarlo.

Cualquiera de los dos caminos conllevan que el hongo tenga que especializarse para
infectar efectivamente al insecto, esto quiere decir que el entomopatdégeno puede
especializarse a un rango de hospedadores (Mann & Davis, 2020). Esto explica la razén por

la cual la cepa BB-CGor tuvo la tasa de mortalidad mas alta entre las otras cepas.

El medio liquido utilizado es congruente con estudios parecidos, la presencia de altas
concentraciones de glucosa causan que el hongo se comporte como una levadura (Chong-
Rodriguez et al., 2011). Esto causa que la produccion de metabolitos y blastosporas sea
superior a medios solidos como el arroz, como se ha demostrado en los estudios de Eley et
al., 2007, los cuales describen al metabolito Tenellina involucrado en la patogenicidad del
hongo (Pham et al., 2009). Otros estudios utilizan extracto de levadura, la cual no se utilizé
por su falta de disponibilidad. La fuente de proteinas y vitaminas necesarias proviene de la
proteina de la soya de Vivesoy, el cual es una leche de soya comercial (Mascarin et al., 2015).
Los minerales afiadidos fueron en base a otros estudios realizados en medios liquidos, no se
afiadieron micro-elementos (Nufiez-Ramirez et al., 2012). En futuros experimentos es
oportuno hacer un estudio de los metabolitos para poder caracterizarlos y determinar cuél es
el responsable de la mortalidad sobre los insectos plaga y asi potenciar la produccion de ese

metabolito en producciones industriales.
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CONCLUSIONES

Las cepas BB-CGor y BB-C3 pueden ser utilizadas en la fabricacion de bioinsecticidas para
insectos del Orden: Coleoptera. EI medio liquido es una buena alternativa al medio sélido,
se requieren mejores estudios de calidad, ademas de mejorar la virulencia para bajar la dosis
utilizada. Dado que la muerte de los insectos aparentemente fue debido a la accién de
metabolitos, es recomendable hacer un estudio sobre la produccion de metabolitos en hongos
entomopatogenos. Es recomendable escalar a campo para entender el comportamiento de las
cepas en producciones industriales. Los insecticidas microbianos son una muy buena
alternativa para el manejo de plagas. Se recomiendan mas estudios genéticos para
comprender la filogenia y sistematica del hongo en nuestro pais y asi comprender mejor la

susceptibilidad de los hospedadores para mejorar la produccion de estos insumos biolégicos.
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