CAPACIDAD PARASITICA DE Beauveria bassiana

SOBRE EL PICUDO DEL PALMITO (Metamasius
hemipterus). (Coleoptera: Dryophthoridae).
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RESUMEN

Capacidad parasitica de Beauveria bassiana sobre el picudo del palmito (Metamasius hemipterus)
(Coleoptera: Dryophthoridae). El objetivo fue identificar una cepa de B. bassiana, eficaz contra adultos
de Metamasius hemipterus a fin de que sea utilizada en el manejo de la plaga. El estudio se realizé en los
laboratorios del Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (INTA) y se
concluyé en el afio 2013. El ensayo se establecié con un disefio completamente al azar con siete tratamientos
y 20 repeticiones. Se estudiaron seis cepas del hongo codificadas como INTA H-25, INTA H-26, INTA H-28,
INTA H-29, INTA H-31 e INTA H-50. Los insectos adultos, fueron expuestos al hongo a una concentracion
de 1X108 conidias/ml, se observaron diariamente hasta una semana después de la muerte. Se realizé un
ANDEVA y una prueba de separacion de medias mediante la prueba Duncan con un 95% de confianza. Se
encontraron diferencias altamente significativas entre los tiempos letales TL50 y TL90 (P<0,0001). La cepa
INTA-H-25 elimin6 el 90% de la poblacién antes de los cinco dias y las cepas INTA-H-26, INTA H-31 e
INTA-H-50 eliminaron el 50 % de la poblacion de picudos antes de los cinco dias, superando al resto de
tratamientos. En el parasitismo se observé, que la cepa INTA-H-50 fue la que produjo mas micelio sobre el
insecto y la cepa INTA-H-31 la mayor cantidad de conidias; siendo estas caracteristicas importantes para
la diseminacion del hongo e infeccidn del insecto. Los mejores tratamientos fueron INTA-H-25, INTA-H-26,
INTA-H-31 e INTA-H-50.
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INTRODUCCION

El coledptero  Metamasius  hemipterus la base de los tallos cortados. La larva emerge,

es un “gorgojo barrenador del tallo” que se
encuentra en América Central, Sur América y en
las Indias Occidentales y es considerada una
plaga de importancia econémica q u e
afecta a las plantaciones de bromelias, cafa de
azlcar, bananos y palmas (Weissling et al. 2003,
Nehei y Pavarini 2011). La cosecha y la poda
en algunos de estos cultivos, ofrecen puntos
de entrada al insecto (Alpizar et al. 2002). La
hembra aprovecha estos dafios y oviposita (27
dias después de aparearse con los machos) en

a los 57 dias aproximadamente y perfora la base
del tallo y el rizoma iniciando la destruccién de los
tallos maduros, ocasionando puntos de entrada
a hongos y otras plagas (Alpizar et al. 2002,
Weissling et al. 2003). La larva de Metamasius sp.,
se alimenta de 30-60 dias del tallo de la planta y
luego produce una pupa, los adultos viven de 60 a

90 dias (Alpizar 2002).

El manejo de adultos de M. hemipterus se ha
realizado tradicionalmente, con formulaciones
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quimicas comerciales, entre las que se encuentran
plaguicidas  organofosforados, organoclorados,
piretroides, carbamatos y neocicotinoides (Giblin-
Davis et al. 1996). Sin embargo, los métodos de
control biolégico son una alternativa promisoria al
uso de plaguicidas quimicos tradicionales (Moraes
2008).

Existen varios estudios, en los cuales
se ha demostrado la efectividad de hongos
entomopatdgenos en el manejo de plagas insectiles,
entre éstos se encuentran B. bassiana y Metarhizium
anisopliae, ambos han sido estudiados en el control
del insecto M. hemipterus entre otros insectos. En

algunos casos utilizando hongos entomopatdgenos
nativos, se han obtenido mortalidades del insecto
plaga hasta del 80% (Carballo y Arias 1994; Badilla-
Fernandez 2002; Ordufio-Cruz 2011).

El banco de microorganismos del INTA mantiene
cepas del hongo Beauveria sp., obtenidas de
diferentes insectos y diferentes zonas geograficas
del pais. Estos hongos, en estudios previos, han
evidenciado cierta especificidad, por lo que el
objetivo de este estudio fue identificar cual de las
cepas es eficaz contra adultos de M. hemipterus, a
fin de poder utilizarlas en el manejo integrado de la
plaga en diferentes cultivos agricolas.

MATERIALES Y METODOS

Insecto plaga

Los adultos de M. hemipterus, fueron
capturados en plantaciones de palmito de pejibaye
en la zona atlantica del pais, especificamente en
la Estacién Experimental Los Diamantes (EELD)
del INTA. Para ello, se colocaron trampas secas
de plastico conteniendo en su interior trozos de
cafa de azlcar, a fin de atraer los insectos. Los
picudos vivos, fueron colocados dentro de una
caja entomologica de madera y transportados al
Laboratorio de Servicios de Fitoproteccion del INTA,
ubicado en San José. En este lugar, los insectos se
mantuvieron en cajas de cria de vidrio de 35X35X35
cm durante tres dias a temperatura y humedad
relativa ambientales (aproximadamente 26 °C vy
60% HR). Dentro de la caja se colocaron pequefos
trozos de cafa de azlcar y una gaza con agua, para
que sirvieran de fuente de carbohidratos y agua al
picudo. Solo los insectos vivos fueron utilizados en
la investigacion.

Tratamientos y revigorizacion

Los hongos utilizados provenian del banco
de microorganismos del INTA. Estos fueron
revigorizados para potenciar su virulencia, para
lo cual se preparé una suspension concentrada
de esporas de cada una de las cepas a estudiar.
Seguidamente, cinco insectos se sumergieron en
cada solucién durante un minuto, luego fueron
colocaros individualmente en un vial de vidrio de
25 ml, conteniendo un trozo de toalla himeda en el
fondo. Los insectos fueron observados diariamente
y cuando murieron, se esperaron siete dias mas,
hasta visualizar el crecimiento del hongo sobre el
insecto.

El hongo fue re-aislado de los insectos
parasitados, cultivando el micelio en el medio de
cultivo agar papa dextrosa (PDA por sus siglas en
inglés), acidificado con acido lactico al 25% a un pH
de 4,0. Se corroboré la identidad taxonémica de los
hongos mediante sus caracteristicas morfoldgicas
macro y microscopicas. Ademas, fueron enviados
al laboratorio de gendémica del Centro Nacional
de Biotecnologia (CENIBiot) para su identificacién
molecular. Los tratamientos utilizados se muestran
en el cuadro 1.




Cuadro 1. Tratamientos utilizados en el estudio. San José, Costa Rica. 2013.

N° tratamiento Cadigo Tratamiento
1 INTA-H 29 | Beauveria sp. aislamiento usurpadora
2 INTA-H 50 | Beauveria sp. aislado de afido Autocarhum solani en cultivo de lechuga.
3 INTA-H-25 | Beauveria sp. aislamiento tijerilla (Dermaptera).
4 INTA-H-26 | Beauveria sp. aislamiento San Carlos.
5 INTA-H-31 Beauveria sp. aislamiento San Antonio. Aislado de Hypothenemus
hampei en cultivo de café
6 INTA-H-28 | Beauveria sp. aislamiento 114 cedido por el CATIE.
7 | e Testigo: agua con Tween al 0,01%

Por cada tratamiento, se utilizaron 50 ml de una
solucién acuosa estéril con Tween al 0,01% vy las
esporas del hongo a una concentracion de 1X108
conidias/ml. Para lo anterior, se raspé el hongo
revigorizado del medio de cultivo PDA y se agregd
a la solucién de Tween. La suspension se agitd
vigorosamente durante 4 minutos y se determino la
cantidad de conidias/ml utilizando una camara de
conteo de células (hematocitémetro Neubauer), de
ser necesario se ajusto la concentracién agregando
mas hongo o realizando las diluciones necesarias.

Bioensayo

Se utilizaron 20 picudos por tratamiento, los
cuales fueron previamente desinfectados con una
solucién de hipoclorito de sodio al 2% por dos
minutos, el exceso de cloro se elimind pasando los
insectos por agua destilada estéril (tres lavados).
El exceso de humedad se eliminé colocando
los insectos en placas Petri estériles con papel
absorbente en el fondo.

Los M hemipterus de cada tratamiento, fueron
sumergidos en la solucién de esporas del hongo
correspondiente por un minuto, pasandolos luego
a placas Petri estériles con papel toalla en el fondo
para reducir la humedad. Los insectos fueron
colocados en forma individual, en un vial de vidrio
estéril con capacidad de 25 ml con papel absorbente
en el fondo. Los viales se cubrieron con algodén
estéril y papel parafinado para evitar el escape de
los picudos.

Los insectos fueron observados a diario y cada
dos dias se les agregd dos gotas de agua destilada
estéril a fin de mantener una humedad relativa alta.
Se anoté el dia de la muerte y, ademas se evaluaron
las caracteristicas del micelio producido sobre el
insecto.

Para tener alguna forma de clasificar y
categorizar el crecimiento micelial, se desarrollé
una escala de crecimiento con los parametros de
clasificacion que se utilizaron en este estudio.

El parasitismo con B. bassiana, se confirmd
mediante el re-aislamiento del hongo en PDA, a
partir del cuerpo del insecto, utilizando la misma
metodologia expuesta en la revigorizacién del
hongo.

Analisis estadistico

Para la determinacién de los tiempos de muerte,
se utilizé un diseflo completamente al azar con
repeticiones en el tiempo, con siete tratamientos
y 20 repeticiones para un total de 140 unidades
experimentales.

Se realizd analisis de varianza para los tiempos
letales 50 y 90 (TL,, y TL,) a fin de determinar
la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los promedios de los tratamientos
y una comparacion de medias mediante la prueba
Duncan con un nivel de significancia de 0,05.



Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SAS System Versién 9.

El modelo estadistico para el arreglo de los tratamientos fue el siguiente:

Yijh=p + Ti + DDT + (ti * DDT)jj + Eijk.

Donde:
Yijh= Variable respuesta
= Media poblacional
Ti=Efecto del i-ésimo tratamiento

DDT=Efecto del j-ésimo tiempo

(ti * DDT)ij= interaccién tiempo * tratamiento

Eijk= Término de error experimental, supuestamente con distribucion normal con media cero y varianza

constante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Revigorizacion e Identificacion Molecular

Las cepas de B. bassiana incluidas en el estudio
fueron revigorizadas mediante la metodologia
propuesta. Este fue un proceso importante, ya
que los hongos han estado inactivos durante su
conservacion en el banco de microorganismos
del INTA, por lo que se requiere reactivar su
metabolismo para reestablecer el potencial real que
el hongo posee en su capacidad entomopatogena.

Las cepas del hongo Beauveria sp., preservadas
en el banco de microrganismos del INTA, presentaron
diferencias fenotipicas en color, crecimiento
en el medio de cultivo artificial, esporulacion vy
textura, asi como en la eficacia biolégica contra M
hemipterus. Esta respuesta, hizo que se considerara
la posibilidad de la presencia de diferentes especies
de Beauveria sp. (Figura 1).
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Figura 1. Diferencias fenotipicas de cepas de Beauveria
sp. del banco de microorganismos del INTA. Se resaltan
los que se utilizaron en este estudio. INTA. 2013.

En la identificacion molecular, la amplificacion
de las regiones 28S fueron satisfactorias (Figura 2)
y mediante los andlisis de secuencias ADN con ITS
todos los hongos analizados pertenecen a la misma
especie Beauveria bassiana.
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Figura 2. Electroforesis del producto de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) de un fragmento de sub-
unidad grande (LSU) del gen ribosomal 28S. Beauveria

INTA (1-6), Beauveria control (7). INTA, 2018

La no detecciéon de especies diferentes en el
organismo entomopatégeno estudiado, podria
deberse a que las pequefas caracteristicas
moleculares que los hace fenotipica vy
biolégicamente diferentes, no se detectaron
mediante los marcadores moleculares utilizados en
la identificacion. De acuerdo con estos resultados,
se recomienda en el futuro utilizar marcadores
moleculares que sean capaces de identificar
pequefios cambios en las bases nitrogenadas
dentro de un segmento gendmico. Al respecto
varios autores han logrado encontrar diferencias
moleculares entre cepas de la especie B. bassiana,



mediante el uso de marcadores de secuencias
simples repetidas (SSR por sus siglas en inglés) o
microsatélites (Hollingsworth et al. 2011, Rehner et
al. 2011).

Mortalidad

El analisis de varianza obtuvo resultados
altamente significativos con p<0,0001 y un
R? de 0,76 a un nivel de significancia de 0,05.
Los tratamientos 1, 2, 3, 4 y 5 se diferenciaron
estadisticamente del testigo, lo cual no se dio con
el tratamiento 6. Los tratamientos 1, 2, 4 y 5 no
se diferenciaron estadisticamente entre si en los

tiempos TL,, y TL,,. El tratamiento 3 se diferencié
estadisticamente del resto de los tratamientos segun
los TL,,, a excepcion del tratamiento 5. En el TL, el
tratamiento 3 no se diferencié de los tratamientos
2, 4 y 5. De acuerdo con lo anterior los mejores
tratamientos para alcanzar una mortalidad del 50%
de la poblacion antes de los cinco dias fueron los
tratamientos 3 y 5. Para un 90% de mortalidad no
se encontré diferencia entre los tratamientos 2, 3,
4y 5, pero el tratamiento 3 causé una mortalidad
del 90% de la poblacién antes de los cinco dias,

seguido por el tratamiento 5 (Figura 3).

257

N
o
I

mT1 (INTA-H-29)

—_
[6)]
I

QO

= T2 (INTA-H-50)
T3 (INTA-H-25)
= T4 (INTA-H-26)

dias después de la inoculacion
—
o
1

EET5 (INTA-H-31)
T6 (INTA-H-28)
mTY7 (testigo)

TL50

Nota: Letras iguales no difieren signoficativamente a un nivel de significancia del 0,05 P<0,0001.

TL9O

Figura 3: Tiempos letal medio (TL, ) y 90% (TL, ) del M. hemipterus segun los dias después de la inoculacién con B. bassiana.

INTA. 2013.

La produccion de micelio y esporas en el cuerpo
del insecto parasitado, es otro factor importante,
ademas de los tiempos letales, para seleccionar el
hongo a ser utilizado en el manejo en campo. Esto
porgue la produccion de micelio y la esporulacion
favorecera la dispersion del hongo y el efecto
entomopatdgeno se incrementa, lo que se favorece
también por las caracteristicas gregarias de
Metamasius hemipterus.

Al morir todas las unidades experimentales,
se observd que los tratamientos presentaron
diferencias en el crecimiento sobre el cuerpo del
insecto y dado que no se encontr6 en la literatura
una forma de diferenciar este hecho, se desarrolld
una escala de crecimiento micelial (Figura 4) con la
cual se lograron obtener los porcentajes de cada
tratamiento seguin cada clasificacion o categoria.




Crecimiento de micelio

. Clasificacion Apariencia
sobre el insecto

Sin micelio 0

Micelio visible
solamente en E: Escaso
antenas y 1
articulaciones de
patas

Micelio visible
entre segmentos | EV: Evidente
de cabeza térax y 2

abdomen

Micelio sobresaliente, A
que cubre gran Abundante
parte del cuerpo del 5
insecto.

Figura 4. Escala utilizada en la evaluacion del crecimiento
y cantidad de micelio del hongo B. bassiana sobre M.
hemipterus. INTA. 2013.

Los porcentajes de clasificacion de crecimiento
micelial, segun el tratamiento se muestran en la
Figura 5. En forma general, con el tratamiento 2,
un 90 % de los insectos present6 micelio y con el
tratamiento 5 un 83%, con muy poca diferencia
le siguieron los tratamientos 3 y 4 con un 80%.
El tratamiento 4, presentd aproximadamente un
50% de micelio escaso y menos de un 30% de
micelio evidente. Los menores porcentajes de
desarrollo micelial los obtuvieron los tratamientos 1
y 6 con valores que variaron entre 10 y 20 %. Las
caracteristicas de estos aislamientos dificultarian la
diseminacion del hongo en campo, al tener pocas
estructuras expuestas.
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Figura 5: Produccién de micelio segun tratamiento
a un 100% de mortalidad. INTA. 2013.

La presencia de micelio sobre el insecto
parasitado va a favorecer la transmision de
estructuras infectivas del hongo hacia otros insectos
cercanos. Solo tres de los hongos produjeron
abundante micelio que cubri6 mas de la mitad del
cuerpo del insecto. Los mayores porcentajes de
micelio abundante se dieron con el tratamiento 2, con
una incidencia del 41%, seguido por los tratamientos
3y 5 con un 24% y 25% respectivamente. Los
tratamientos 1 y 6 presentaron un micelio escaso,
observable en algunas articulaciones de las patas y
en la porcion distal de las antenas (Figura 5).

En la categoria de micelio evidente, nuevamente
el tratamiento 2 con un 46% supero al resto de los
tratamientos, observandose micelio en articulaciones
de patas, antenas y algo del mismo en cabeza, térax
y abdomen. Le siguieron los tratamientos 3, 4 y 5
con 24 %, 29% y 30% respectivamente.

Se observd que los insectos parasitados con
el tratamiento 5 presentaron gran cantidad de
conidias, el cual es otro aspecto para tomar en
cuenta al seleccionar un hongo, dado el potencial
que presenta el poseer estructuras infectivas y de
facil dispersién por el agro-ecosistema.

Los mejores resultados se obtuvieron con los
tratamientos 2, 3 ,4 y 5 (INTA-H-50, INTA-H-25,
INTA-H-26 e INTA-H-31). Se deberan realizar mas
estudios controlando las condiciones ambientales
en las que se desarrolla el insecto plaga ya que este
estudio se realizé a una temperatura aproximada
de 26 °C y 60% HR condiciones éptimas para el
hongo. Ademas es recomendable realizar estudios
en campo con estas tres cepas, para evaluar su
eficacia bioldgica contra M. hemipterus ya que la
caracterizacién de diferentes aislamientos, respecto
a la preferencia de temperatura y la virulencia
contra el organismo plaga, son herramientas Utiles
en la seleccion de hongos entomopatégenos
dentro de un programa de control bioldgico bajo
condiciones climaticas particulares (Ordufio-Cruz
et al. 2011). Algunos autores indican que el mejor
aislamiento debe ser seleccionado en relaciéon con
la temperatura a la cual el hospedero normalmente
ocurre (Yeo et al. 2003).

Varios autores (Feng et al. 1985, Pena et al.
1995Gindin et al. 2006; Ondiaka et al. 2008; Ordufio-
Cruz 2011) han demostrado que hay variacién en
la susceptibilidad de diferentes aislamientos de




hongos segun edad, estado de desarrollo y sexo del
insecto plaga, asi como las condiciones ambientales
a las cuales pueden afectar la biologia y ecologia
de los entomopatégenos. Debido a lo anterior, se

recomienda realizar estudios de eficacia biolégica
contra estadios inmaduros de M. hemipterus, ya que
pueden presentar variaciones en la susceptibilidad a
las diferentes cepas de B. bassiana
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