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PATOGENICIDAD DE Beauveria bassiana (DEUTEROMYCOTINA:
HYPHOMYCETES) SOBRE Sitophilus zeamais MOTSCHULSKY
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) PLAGA DE MAIZ
ALMACENADO

PATHOGENICITY OF Beauveria bassiana (DEUTEROMYCOTINA:
HYPHOMYCETES) TO Sitophilus zeamais MOTSCHULSKY (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) INSECT PEST OF STORE MAIZE

Hernando Sudrez-Gomez

RESUMEN

Se evalud la virulencia, mortalidad y tiempo letal del hongo Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin en
concentraciones de 1 x 10%, 1 x 107, 1 x 10® y 1 x1 0° conidiasxml sobre el Gorgojo menor de los granos
almacenados Sitophilus zeamais (Motsch) (Coleoptera: Curculionidae). El trabajo se desarrolld en el Laboratorio
de Entomologia de la Universidad del Magdalena, Santa Marta (Colombia), con una temperatura de 25+ 1°C
humedad relativa de 90+ 2 %; y fotoperiodo de 12:12 durante el segundo semestre de 2006. La cepa de B.
bassiana utilizada fue aislada del Chinche encaje Leptopharsa gibbicarina Froeschner (Hemiptera: Tingidae),
plaga de Palma de aceite. La patogenicidad del hongo se determind sobre gorgojos criados en el laboratorio. Los
insectos se expusieron al hongo en cuatro concentraciones de conidias/ml. Se utilizé un disefio completamente
al azar con cuatro repeticiones. Los resultados obtenidos senalan que las concentraciones evaluadas
ocasionaron mortalidad promedia del gorgojo del 98,37 %, no encontrandose diferencias significativas entre
ellas pero si con relacién al testigo, el menor tiempo para matar el 50% de la poblacién del S. zeamais fue
de seis dias por la concentracién 1x10° conidias/ml de B. bassiana lo cual indica una gran patogenicidad y
un buen resultado para éste tipo de estudio.

PALABRAS CLAVE: Granos almacenados, hongos entomopatégenos, maiz, manejo de plagas.

ABSTRACT

Pathogenicity, mortality and lethal time of Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin on maize weevil, Sitophilus
zeamais (Motsch.) (Coleoptera: Curculionidae) was evaluated using concentrations of 1 x 10°, 1 x 107, 1
x 10® and 1 x 10° conidias/ml. The study was conducted at the Entomology Laboratory of the Magdalena
University (Colombia) (temperature de 25 + 1°C; relative humidity 90 + 2 %; and photoperiod = 12:12) .The
fungus was isolate from Leptopharsa gibbicarina (Hemiptera: Tingidae), insect pest of oil palm. Adults of
the S. zeamais were obtained from a laboratory mass rearing. The experiment was organized in a complete
randomized design with four replications. These insects were exposed to the fungus using four concentrations
of conidias/ml. The mortality mean was 98,37 0% for all concentrations. There were significant differences
(P >0,05) among concentration and control. The minor Mean lethal time was to concentrations 1x10° conidia/
ml. Results show efficient control.
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INTRODUCCION

Un total de 65.000 especies de plagas en plantas
cultivadas en campo y productos almacenados,
ocasionan pérdidas de aproximadamente el 40% de la
cosecha anual en el mundo (Perrin, 1997). Los hongos
entomopatdgenos ofrecen posibilidades de utilizacién
como agentes biorreguladores y muchos de ellos crecen
en medios artificiales; se considera de suma importancia
estudiar el comportamiento biocontrolador de los hongos
entomopatégenos regionales, ya que varios estudios
sugieren realizar aislamientos de estos microorganismos
de insecto infectados. (Rodriguez, 1984)

Los hongos entomopatdégenos son agentes de control
bioldgico que tienen la capacidad de infectar activamente
una gran diversidad de insectos y estdn ampliamente
distribuidos en diferentes ecosistemas (Anderson y
Leslie, 1991; Throne y Lord, 2004; Poprawski et al.,
1988; Feng y Johnson, 1990). Estos microorganismos
son encontrados en rastrojos de cultivos, estiércol, suelo
y plantas, alcanzando un buen desarrollo en lugares
frescos, htimedos y con baja luminosidad y son el grupo
de mayor importancia en el control biolégico de insectos
plagas. (Becerra et al., 2007).

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill (Moniliales:
Deuteromicetos) tienen la potencialidad de infectar
insectos, provocando una alta mortalidad; el hongo
contagia un amplio rango de insectos del orden Lepidoptera,
Hymenoptera y especialmente Coledptera, la mayoria de
los cuales son plagas agricolas (Ferndndez-Larrea, 2001;
Lucero et al., 2006; Adane et al., 1996; Alcald et al., 1999)

Se ha encontrado que diferentes aislamientos de B.
bassiana, son capaces de provocar infeccién en un
insecto plaga, pero presentan diferencias en la virulencia
determinada por la LC50 y LT50 (Feng y Johnson, 1990).

Los hongos son potencialmente los mds versdtiles
entomopatdgenos, algunos producen toxinas, lo que
los provee de un potencial para dafiar rdpidamente,
pero generalmente son de accién lenta. Muchos tienen
amplio rango de hospederos, infectan diferentes
estados, son virulentos y frecuentemente causan
epizootias naturales (Fuxa, 1992).

Se ha experimentado con diferentes técnicas para
aplicar el hongo B. bassiana sobre el insecto plaga,
encontrandose que aplicaciones foliares proveen una
alta supresion de la plaga ya que el hongo coloniza la
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planta, se mueve dentro de ella y persiste para protegerla
del ataque del insecto (Anderson y Leslie 1991).

Al determinar el comportamiento del hongo B.
bassiana sobre el insecto Leptinotarsa decemlineata
criado en hospederos diferentes y mantenidos en
invernadero y en campo se observd que el insecto es
menos susceptible al hongo en plantas mantenidas
en el campo que en el invernadero y que la edad de
la planta también fue importante para la accién del
hongo (Hare y Andreadis, 1983).

El hongo B. bassiana puede germinar, penetrar la
cuticula e invadir el hemocele y causar la muerte de los
insectos, lo cual sugiere que las condiciones necesarias
para la germinacion de las conidias y el crecimiento
hifal estdn presentes en el integumento del insecto
susceptible (Gonzdlez et al., 2001).

El hongo B. bassiana se puede encontrar en forma natural
sobre larvas y crisdlidas de un insecto plaga de un cultivo
en particular, sentando las bases para estrategias de
manejo bioldgico sobre la plaga (Estrada et al., 2004).

Hidalgo et al., (1998) encontraron que B. bassiana
aplicada en varias formulaciones, incluyendo pellets
de grasa asperjadas con suspension de 101° conidias/g
provocé mortalidad de 100% en S. zeamais siete dias
después de que el insecto estuvo 24 horas en contacto
con la formulacién.

Alves et al., (2002) mostraron que el tiempo de
supervivencia para un insecto plaga usando cultivos de
fermentos de B. bassiana fue de 3,6 dias, comparado
con 3,9 cuando se aplico suspensién de conidias del
hongo, lo que abre nuevas formas de utilizacién del
hongo contra especies plagas.

Castrillén et al., (2002) concluyeron que cepas nativas
de B. bassiana y practicas culturales en el cultivo del
platano, fueron significativas en la reduccion del picudo
negro Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae)
con parasitismo del hongo superior al 30%.

Se considera que las heterogéneas poblaciones de B.
bassiana presentan una amplisima capacidad adaptativa,
por lo tanto son mds efectivos para una posible
redistribucioén en otros lugares y as{ aumentar el control
biolégico de especies de picudos (Poprawski et al., 1988).

Este hongo también ha mostrado un alto nivel de control
sobre otros insectos plagas diferentes del S. zeamais
como Cylas formicarius elegantulus Summers, plaga de



PATOGENICIDAD DE Beauveria bassiana (DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) SOBRE Sitophilus
zeamais MOTSCHULSKY (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) PLAGA DE MAIZ ALMACENADO

la batata (Alcald et al., 1999), Leptinotarsa decemlineata
en papa (Furlong y Groden, 2003), Tribolium casteanun,
gorgojo de las harinas (Akbar et al., 2005), Anthonomus
eugenii plaga del chile, (Carballo et al., 2001), la broca
del café, Hypothenemus hampei (Cardenas et al., 2007),
Spodoptera frugiperda en maiz (Gardner et al., 1997).

La creciente necesidad de reducir el uso de agroquimicos
para el control fitosanitario hace necesario desarrollar
tecnologias que permitan de forma fécil, econémica y
efectiva obtener productos a partir de microorganismo,
insectos 0 nematodos con calidad y en cantidades suficientes
para su aplicacién masiva en las dreas de cultivos.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar diferentes
concentraciones de una cepa de B. bassiana aislada
de otro insecto plaga contra S. zeamais a nivel de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Entomologfa
de la Universidad del Magdalena, localizado en el
municipio de Santa Marta, departamento del Magdalena,
Colombia) durante los meses de septiembre de 2006
y enero de 2007, con una temperatura de 25 + 1°C;
humedad relativa de 90 + 2% y un fotoperiodo de 12:
12 horas luz-oscuridad.

Obtencion de Sitophilus zeamais

Los insectos utilizados, fueron obtenidos de una cria
mantenida en el laboratorio de Entomologia de la
Universidad del Magdalena, segun las indicaciones de
Strong et al., (1967). Los sexos se separaron segun las
indicaciones de Halstead (1962), la identificacion de la
especie fue confirmada por la observacién de la genitalia
(Halstead, 1963)

Obtencion de Beauveria bassiana

Se utiliz6 una cepa del hongo B. bassiana aislada
de Leptopharsa gibbicarina (Hemiptera: Tingidae),
replicado en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la
finca "Marne" propiedad de la empresa agropecuaria
Padelma LTDA, ubicada en el corregimiento de
Guamachito, municipio Zona Bananera del Magdalena.
El aislamiento fue purificado en el medio de cultivo
Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), en cajas de Petri de
9 cm de didmetro.

Elindculo se prepard suspendiendo el hongo proveniente
de tubos de ensayo en 10 ml de agua destilada estéril
y dos gotas de Tween 80 al 0,1%. Las concentraciones
del inoculo se determinaron utilizando una cdmara de
Neubauer, ajustdndolas a 1 x 105, 1 x 107, 1 x 108y 1 x
10° conidias x ml utilizando para esto un microscopio,
siguiendo la metodologfa de Gonzalez et al. (1993)

Desinfeccion de adultos de S. zeamais y
aplicacion de tratamientos

Los adultos del gorgojo de la progenie F1 de la cria,
escogidos para el experimento fueron previamente
desinfectados por el método de inmersién, en una
solucién de Hipoclorito de Sodio al 0,5 %, posteriormente
se les realizaron tres enjuagues con agua destilada
estéril y se secaron utilizando papel filtro para retirar
los excesos de agua. Los adultos utilizados tenian una
semana de edad en el momento del estudio.

Se prepararon soluciones de 50 ml para cada una de
las concentraciones de B. bassiana, en las que fueron
sumergidos los adultos de S. zeamais con ayuda de
una tela de tul por tres segundos tiempo suficiente para
permitir el contacto de los insectos con las soluciones
respectivas, luego los gorgojos se colocaron sobre papel
filtro para retirar el exceso de la solucién y se colocaron
individualmente en vasos pldsticos transparentes de 250
cc, los cuales contenian en su interior un disco de papel
filtro y un grano de maiz como sustrato alimenticio (30
por repeticién, 120 por tratamiento).

DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

El trabajo se realizé bajo un disefio completamente
al azar, con cinco tratamientos, cuatro repeticiones,
para un total de 20 unidades experimentales. Se
realiz6 andlisis de varianza, prueba de comparacién
de medias (Tukey 5 % de probabilidad), Se utilizé el
paquete de disefios experimentales FAUANL, version
2.5. El coeficiente de Hill para determinar la curva de
mortalidad por la mejor concentracién y andlisis de
regresién simple para comparar la mortalidad con el
tiempo, usando Statgraphics Plus version 4.0

La mortalidad de S. zeamais se determind contando
el nimero de gorgojos muertos diariamente durante
el tiempo de evaluacién (12 dias) en cada uno de
los tratamientos. Para esto, se utilizé la ayuda de un
estereoscopio, con el fin de confirmar la muerte del
insecto. Para la curva de mortalidad se uso el coeficiente
de Hill Y =100/(1 + (X/A1) 7A2)
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Donde:

Y: respuesta (Y=100% cuando X =0)
X: Concentracion inhibidora

Al: IC50

A2: Coeficiente de Hill

Limites: A1>0; A2>0

El Tiempo Letal Medio (TL50) fue determinado en el
momento en que el 50% de la poblacién de gorgojos fue
muerta por efecto del hongo B. bassiana en cada uno
de los tratamientos, se determind a través de un analisis
de regresion simple donde se comparo la mortalidad
acumulada con el tiempo transcurrido desde el momento
de la inoculacién.

La virulencia del hongo B. bassiana se determiné con
base en los resultados obtenidos de mortalidad y tiempo
letal medio en cada uno de los tratamientos; ya que la
virulencia de un organismo sobre otro, estd determinada
por la mortalidad del insecto y el tiempo transcurrido.

RESULTADOS

La Tabla 1, muestra los resultados obtenidos 12 dias
después de realizados los tratamientos de B. bassiana
sobre S. zeamais. Un andlisis de varianza mostrd
diferencias significativas entre las concentraciones y el
testigo, (GL=4), (F=1956,6427), (P>0,00). Tukey 5%
sefala que las concentraciones (1x10°¢, 1x107, 1x10® y
1x10°) de B. bassiana provocaron mortalidad promedio
de 98,37%.

Tabla 1. Adultos de S. zeamais muertos por B. bassiana 12 dias
después de realizadas las aplicaciones a nivel de laboratorio (2006).

TRATAMIENTOS MEDIAS*
2(1x 107 29,7500 A**
4(1x 107 29,7500 A
1(1 x 109 29,5000 A
3(1 x 109) 29,0000 A
5 Testigo 0,2500 B

* Promedio de cuatro repeticiones.
** Promedios seguidos por la misma letra no difieren
significativamente por Tukey 5%.

La Figura 1 muestra el andlisis de regresion para
mortalidad acumulada de S. zeamais causada por
las diferentes concentraciones de B. bassiana. El
coeficiente de correlacidn indica que existe una relaciéon
moderadamente fuerte entre las variables. El coeficiente
de determinacién muestra que el modelo explica el
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49,877 % de la variabilidad en la mortalidad y el error
estandar muestra la desviacion estandar del residuo.

Las Figura 2 muestra el porcentaje de mortalidad diaria
acumulada 12 dias después de la inoculacién del hongo.
La mortalidad se inici6 en el tratamiento T1 (10° con/ml)
a los cuatro dias con un 14% y termind a los 12 dias con
el T4 (10° con/ml) presentando una mortalidad acumulada
de 99,16% Los primeros sintomas de la enfermedad sobre
la poblacién de insectos se iniciaron 48 horas después de
la inoculacién, observdndose una notoria disminucién
de la actividad del insecto, luego después de 120 horas se
observo la aparicion de las estructuras del hongo sobre los
cuerpos de los insectos, aspecto éste por el cual se confirmé
la mortalidad causada por cada una de las concentraciones.

La concentracién 1 x 10°, alcanzo su TL50 a los seis dias
con una mortalidad del 60%; la 1 x 107 lo logrd a los siete
dias con una mortalidad del 59,16 %, la 1 x 10% lo alcanzé
a los ocho dias con una mortalidad del 74,16% y la 1 x
10° tuvo su TL50 a los diez dias con 77,50 de mortalidad.

Cabe recordar que el TL50 es el tiempo en que la dosis
usada es capaz de causar mortalidad al 50% de la
poblacién sometida a la experimentacién. La Figura
3 muestra el andlisis de regresién mortalidad versus
tiempo 12 dias después de la inoculacién de B. bassiana
sobre S. zeamais La ecuaciéon Y = 9,997—0,173167X
explica esa relacion El coeficiente de regresién indica
que existe una relacion relativamente débil entre las
variables, el R? explica que existe un 0, 156993 % de
variabilidad en la mortalidad y el error estdndar muestra
la desviacion estdndar del error.

La Figura 4 muestra la curva (%) de concentracion
inhibicién de acuerdo al coeficiente de Hill, el valor es IC
= 6,2 x 100007 que es la concentraciéon que mata el 50%
de los insectos en un plazo maximo de siete dias. La curva
ajustada representa el logaritmo de los datos obtenidos.

DISCUSION

Los resultados obtenidos concuerdan con lo observado
por Kassa et al. (2002) quienes en su experimento
con B. bassiana y S. zeamais encontraron mortalidad
superior al 90% con un tiempo medio de supervivencia
del insecto de entre 2,85 y 4,05 dias respectivamente.

El hecho que la concentracion 1 x 107 ocupara el primer
lugar en cuanto a la mortalidad provocada puede ser
explicado por lo encontrado por Kassa et al. (2002) quienes
concluyeron que aislamientos muy virulentos pueden



PATOGENICIDAD DE Beauveria bassiana (DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) SOBRE Sitophilus
zeamais MOTSCHULSKY (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) PLAGA DE MAIZ ALMACENADO

(mE

25

20
=41,2--5,85 X

15
10

MORTALIDAD (N°)

LA LR RN LR LAY AR

I:_IlﬂllI||||I||||l|||||||||I||||I

0 . L 1 1 .
0 1 2 3 4

w1

CONCENTRACIONES (con/ml)

Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de B. bassiana sobre S. zeamais donde Y = 41,2 - 5,85 X; Coeficiente de correlacién = -
0,706237, R?2 = 49,77 %, Error estandar de la estimativa = 8,74214; Intervalos de confianza (LI = 31,56814: --8,754115; LS = 50,8318:
--2,945885).
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Figura 2 Mortalidad versus tiempo letal de concentraciones de B. bassiana sobre S. zeamais a nivel de laboratorio (2006).
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Figura 3. Andlisis de regresién mortalidad versus tiempo provocada por B. bassiana sobre S. zeamais a nivel de
laboratorio donde Y= 9,997—0,173167X; Coeficiente de correlacién = --0,0396224; R2 = 0,156993 % ; Error estdandar
= 11,3387; Intervalo de confianza (LI = 6,2291: 4,84377; LS = 12,3796: 10,9942).
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Figura 4. Dosis Letal media de B. bassiana para S. zeamais en estudio con diversas concentraciones a nivel de laboratorio (2006).

causar alta mortalidad a bajas concentraciones; estos
mismo autores encontraron que encontraron que con la
dosis mds baja utilizada, la mortalidad ocurrié sobre los
cuatro dias y se incrementd gradualmente, resultados
semejantes fueron observados en el presente estudio.

El periodo requerido para matar al insecto es variable,
dependiendo dela cantidad de esporas que se depositen sobre
el mismo, temperatura, especie, tamafio y edad del insecto,
pero en la mayoria de las condiciones, la muerte ocurre en
aproximadamente 72 horas, en el caso de moscas blancas,
trips y pulgones (Alves et al., 2002; Santamaria et al., 1998).

En este estudio el TL50 a través del andlisis de
regresion que relaciona mortalidad con tiempo diario
se explica por la ecuacién Y = 9,997 - 0,173167 X;
Kassa et al. (2002) encontraron que cuando B. bassiana
fue aplicado a S. zeamais a bajas concentraciones
causo significativamente alta mortalidad y un menor
tiempo de sobrevivencia. Los aislamientos de hongos
entomopatégenos con TL50 mayores de 14 dias se
consideran no patogénicos (Samuels et al., 1989) por tal
razon en este estudio los TL50 de las concentraciones
de la cepa de B. bassiana evaluadas sobre adultos de S.
zeamais deben ser consideradas favorables.

Los resultados obtenidos de mortalidad diaria y tiempo
letal medio con la metodologia evaluada, demuestran
que los tratamientos de B. bassiana fueron virulentos
sobre el S. zeamais, ya que provocaron mas del 96 %
de mortalidad dentro de un periodo de 12 dias lo cual
indica alto grado de patogenicidad, concordando con
resultados obtenidos por otros investigadores (Hidalgo
et al., 1998; Alves et al., 2002.; Samuels et al., 1989).
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo
demostraron la susceptibilidad de S. zeamais al
entomopatégeno B. bassiana sugiriendo que el uso de
estos microorganismos pueden ser promisorios como
un método alternativo para el control de insectos plagas
de granos almacenados en la regién Caribe colombiana,
donde se sigue haciendo uso indiscriminado del control
quimico para el manejo de estos organismos donde se
quieran introducir. Los entomopatégenos son organismos
vivos, pueden dispersarse y si sobreviven a nuevas
condiciones se pueden establecer en la region o sitio.

CONCLUSIONES

Las concentraciones 1 x 10%, 1 x 107, 1 x 108y 1 x 10°con/
ml de B. bassiana fueron virulentas para S. zeamais
provocando una mortalidad promedia de 98,37 % por el
método de inmersién. El menor tiempo necesario para
matar el 50 % de la poblacién de S. zeamais fue de
seis dias, logrado por el tratamiento T1 (1x 10 con/ml)
de B. bassiana lo que indica una gran patogenecidad.
El mayor tiempo necesario para matar el 50% de la
poblacién de S. zeamais fue de 10 dias, alcanzado por
el tratamiento T4 (1 x 10° con/ml) de B. bassiana. La
dosis letal media de B. bassiana para S. zeamais de
acuerdo al coeficiente de Hill estd dada por la curva
6,2 x 10007 que es la concentracién que mata el 50%
de la poblacién de S. zeamais en un tiempo de 7 dias.
(Concentracién 1 x 10’con/ml = Tratamiento 2). Las
concentraciones de B. bassiana evaluadas, de acuerdo
al LT50 (< 14 dias) son consideradas patogénicas al S.
zeamais. Este estudio sugiere que B. bassiana puede
ser una alternativa para el manejo de plagas de granos
almacenados en la regién del Caribe Colombiano.
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