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RESUMEN

Evaluacion in vitro de hongos entomopatégenos en el control biolégico del picudo del chile dulce
Anthonomus eugenii Cano. El objetivo fue evaluar la eficacia bioldgica de hongos entomopatégenos a fin
de que sean utilizados en el manejo integrado de la plaga. Un total de 14 hongos de los géneros Beauveria,
Metarhizium y Paecilomyces, preparados en una suspension acuosa a la maxima concentracion de coni-
dias que se pudo obtener de cada uno, oscilando entre 1X108 a 1X10° conidias/mL. Se utilizaron adultos de
A. eugenii de dos dias de emergidos del fruto. Se empled un diseno irrestricto al azar con 16 tratamientos,
cinco repeticiones con cinco insectos cada una. Los insectos se colocaron individualmente en viales de vidrio y
se observaron diariamente hasta su muerte y la aparicion de micelio sobre el cuerpo. Se obtuvieron diferencias
significativas en los porcentajes de mortalidad entre los tratamientos y el testigo. Los mejores resultados se
lograron con cepas del género Beauveria sp. Las cepas de Beauveria bassiana, INTA-H-49 e INTA-H-168
lograron una mortalidad del 100 % después de seis dias de haber sido aplicados, pero no se evidencié la
emergencia de micelio del cuerpo del insecto, lo que no favorece la diseminacion del hongo en el medio
ambiente ni la posibilidad de eliminar otros individuos. Las cepas de Beauveria sp. INTA-H-140 e INTA-H-181
lograron una mortalidad del 100 % a los 8 dias posteriores a la aplicacion del tratamiento y produjeron micelio
que cubrio el cuerpo del insecto con una abundante formacion de conidias, lo cual favorece la diseminacion del
hongo. Este nivel de parasitismo los constituye en las cepas mas promisorios para seguir siendo estudiadas.
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INTRODUCCION

El coledptero Anthonomus eugenii Cano es
una plaga reglamentaria de interés cuarentenario.
Es originaria de México, donde esta ampliamente
distribuida, se encuentra ademas en Estados
Unidos, El Salvador, Guatemala, Honduras, Costa
Rica y en algunas islas del Caribe (INFOAGRO
2016), Belice, Nicaragua, Panama, Republica
Dominicana, Cuba, Jamaica (EPPO 2023). Esta
plaga ataca principalmente los cultivos del
género Capsicum y Solanum. No se sabe con
exactitud cuando se presenté la plaga en Costa
Rica por primera vez, pero desde el afio 1995 se
encuentra informacién que indica su presencia en
las provincias de Alajuela y Heredia. (Coto 1996,
EPPO 1998).

Una vez que la plaga este presente en un sitio,
su erradicacion es muy dificil por las caracteris-
ticas propias de su ciclo biolégico (MAPA 2020),
durante el ciclo del cultivo una hembra puede
concebir varias generaciones dado su alta fecun-
didad (350-600 huevos/hembra en su vida y en
promedio de 5-7 huevos por dia), un ciclo de vida
de huevo a adulto de 14 dias con una tempera-
tura de 26 y 28 °C y ovoposicion de hasta 51 dias,
capacidad de vuelo y el que las larvas se desarro-
llan dentro de los frutos en donde completan su
ciclo y emergen como adultos (INFOAGRO 2016).
Los adultos de A eugenii pueden sobrevivir hasta
por 3 meses y en condiciones de bajas tempera-
turas hasta por 10 meses (EPPO 2023).

En el cultivo de chile dulce o picante, puede
ocasionar dafos con pérdidas de hasta el 100 %
de la fruta. El adulto se alimenta de las hojas e
inflorescencias y las larvas de los botones florales
y de la parte interna de los frutos produciendo una
pudricién, desprendimiento prematuro o defor-
macioén del fruto. Las primeras infestaciones en el
campo ocurren con las primeras inflorescencias
del cultivo y luego se incrementan por la emer-
gencia de adultos entre dos y tres semanas poste-
riores, logrando entre tres y cuatro ciclos desde el
primer brote (INTAGRI s.f).

En el manejo de la plaga se han utilizado
tradicionalmente insecticidas quimicos los cuales
tienen alto valor econdémico, contaminan el
ambiente, disminuyen la biodiversidad, pueden
provocar intoxicaciones y efectos negativos en el

ambiente, a la salud humana y la generacién de
resistencia a las moléculas utilizadas. Una alter-
nativa a esta practica es el uso de controladores
biolégicos los cuales no perjudican al ser humano
ni el ambiente (Gutiérrez et al. 2013).

Estudios sobre el control biolégico de esta
plaga son escasos. Sin embargo, hay experien-
cias con el uso de parasitoides como Catolaccus
hunteri Crawfort, y Triapsis eugenii; éste ultimo
con un parasitismo de un 30 % se constituyd
como el controlador biolégico mas prometedor
(INTAGRI 2016). En el estudio realizado por
Rodriguez-Leiva et al. (2007) sobre la biopros-
peccién de insectos parasitoides de A. eugenii
se destacaron como los mas promisorios los
parasitoides T. eugenii y Urosigalphus sp. por su
especificidad y capacidad de parasitar la plaga
en el estadio de huevo. En el estudio realizado
por Murillo (2022) el mayor parasitismo reportado
en campo (40 %), se obtuvo con T eugenii.

Se ha evaluado la eficacia biolégica de la
bacteria Bacillus cereus (Bac F315), la cual
demostré una mortalidad del 92 % contra A.
eugenii en condiciones controladas en labora-
torio (Escobar 2008). En el afio 1998 se evalud
en el pais, la efectividad de plaguicidas quimicos
y del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana
contra A. eugenii. Para ese afio, los plaguicidas
quimicos producian una mortalidad del 100 % de
la plaga. Ademas, las dosis bajas del insecticida
fipronil en combinacién con Beauveria bassiana,
mostraron ser una alternativa de control del
picudo del chile, debido a que el quimico predis-
ponia al insecto al ataque del hongo. Otros
plaguicidas quimicos no fueron compatibles con
el hongo al afectar su viabilidad, por lo que es
importante recalcar que el manejo de la plaga
con controladores biolégicos hay dependencia
no solo de su efectividad sino de la compatibi-
lidad con otros insecticidas (Mora 1998).

En el ano 2020, se presentaron graves
problemas sanitarios en el cultivo de chile dulce
debidos a los ataques de la plaga A. eugenii
asi como, los primeros indicios de que la plaga
estaba adquiriendo resistencia a los plaguicidas.
Para salvar la cosecha, los productores aplicaron
quimicos en exceso lo cual ocasioné que se
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sobrepasaran los limites maximos de residuos
(LMR) de los plaguicidas permitidos. El 72 % de las
muestras de chile dulce analizadas por el Servicio
Fitosanitario de Costa Rica no cumplieron con los
LMR, por lo que el cultivo fue considerado el de
mayor importancia en el incumplimiento de esta
regulacion. El mayor incumplimiento se dio con el
Fipronil seguido por metamidofés, ometoato, clor-
pirifos, carbendazina, acefato, oxamil, clorotalonil,
procloraz, iprodiona, BAC, propomocrab y profe-
nofds entre otros (SFE 2021).

Es evidente la necesidad de nuevas moléculas
quimicas eficaces o bien de alternativas bioldgicas
que puedan contribuir al manejo de la plaga. Por
ello, el gobierno indica que es fundamental hallar
una alternativa de manejo integrado del cultivo
que incluya la aplicacion de sustancias quimicas
y de controladores biologicos que permitan el
control de A. eugenni, plaga considerada actual-
mente como la que mas afecta el cultivo de chile
en nuestro pais (SFE 2022).

Se han realizado estudios donde algunos
hongos entomopatdégenos han sido eficaces en
el control de A. eugenii. Los hongos B. bassiana
y M. anisopliae aplicados en suspensiones
acuosas de 1x10° conidias/ml, han logrado
mortalidades del 80 al 100 % después de cuatro
a siete dias de aplicados (Barba et al. 2020). En el
estudio realizado por Samaniego et al. (2015), se

sumergieron adultos de la plaga en una suspension
de 1,5x108 conidias/ml delhongo Metarhizium aniso-
pliae CBOC 071002 y se logré un parasitismo del
100 % dentro de los 7 dias posteriores a la apli-
cacioén del tratamiento. En el estudio realizado por
Garcia-Carrucini et al. (2017) se evaluaron hongos
entomopatdgenos aislados de la broca del café
(Hypothenemus hampei) y del picudo del platano
(Cosmopolites sordidus) en A. eugenii. Se utilizaron
suspensiones aproximadas de 1x10°conidias/ml de
Beauveria bassiana, B. caledonica, Paecilomyces
fumosorosea y P. lilacinus. El 100 % de la morta-
lidad de los insectos se alcanz6 entre los cuatro
y seis dias luego de aplicados los tratamientos,
mientras que los insectos control lograron sobre-
vivir hasta por 11 dias sin alimentacion. En el
estudio de Carballo et al. (2021) se determinaron las
cepas mas virulentas de B. bassiana aplicando una
suspension de conidias de diferentes concentra-
ciones en adultos de A. eugenii.

El objetivo de esta actividad fue evaluar los
hongos entomopatdégenos de la coleccion del
INTA y algunos productos comerciales, a fin de
encontrar alternativas de control biolégico que
puedan ser utiles en el manejo integrado del
cultivo de chile dulce en el pais. Ademas, los
hongos promisorios revigorizados fueron almace-
nados a fin de que su potencial de patogenicidad
pueda ser mantenido para futuros estudios en
invernadero y campo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé durante el periodo compren-
dido entre agosto del 2021 y setiembre del 2021 en
el Laboratorio de Fitoproteccion del INTA, San José,
Mata Redonda.

En el cuadro 1 se muestra la lista de los trata-
mientos utilizados, origen de los mismos y la
concentracion utilizada. Se evaluaron 14 hongos
entomopatogenos de los géneros, Beauveria,
Metarhizium y Paecilomyces. Cada uno de los hongos
fue sembrado en placas Petri, con medio de cultivo
comercial agar papa dextrosa (PDA por sus siglas en
inglés) y se incubaron a temperatura ambiente hasta

que el crecimiento del hongo abarcé toda la placa.
Para la suspension de conidias, se le agreg6 a cada
placa 5 ml de agua destilada estéril y se rasp6 el
hongo con una hoja de bisturi para soltar las coni-
dias y suspenderlas en el liquido. La suspension
de conidas se vertio en un frasco conteniendo
45 ml de agua destilada estéril. En el caso de los
frascos destinados a los tratamientos con el hongo
Beauveria, el agua se preparard con Tween 20 % al
0,1 % a fin de romper la tensién superficial comun
con este hongo. La concentracién de conidias de
cada suspencion se obtuvo mediante el uso de una
camara de conteo de células, tipo neubauer.
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Cuadro 1. Hongos utilizados en la revigorizacion con E.eugenii. San José, 2021.

Nombre cientifico

Concentracion

Origen/insecto aplicada
(conidias/ml)

1 INTA-H31 Beauveria bassiana

2 INTA-H49 Beauveria bassiana

3 INTA-H181 Beauveria sp.

4 Testigo 1 NA

5 M. acridium Metarhizium acridum
6 INTA-H164 Metarhizium anisopliae
7 INTA-H51 Metarhizium anisopliae
8 INTA-H159 Paecilomyces sp.

9 INTA-H146 Paecilomyces sp.

10 INTA-H29 Beauveria bassiana

11 INTA-H168 Beauveria sp.

12 INTA-H149 Beauveria sp.

13 INTA-H19 Paecilomyces cinnamomeus
14 INTA-H131 Paecilomyces sp.

15 INTA-H140 Beauveria sp.

16 Testigo 2 NA

Se recolectaron chiles dulces, de fincas
ubicadas en la provincia de Heredia, las cuales
reportaron una alta incidencia de la plaga. Los chiles
infestados, fueron llevados al laboratorio y colo-
cados en cajas de cria de madera de 70 x 40 cm
y dos dias posteriores a la emergencia de adultos, se
capturd la totalidad de los mismos. Seguidamente,
los insectos se dividieron en grupos, a fin de lograr
las repeticiones y el numero de insectos por repeti-
ciones que se utilizo en el bioensayo.

Se prepararon viales de vidrio con una capa-
cidad de 25 ml a los cuales se les colocé un trozo
de papel toalla absorvente en el fondo y un tapoén
de algodon. Posteriormente fueron autoclavados
15 mina 120 °C y 15 psi.

Se establecid un ensayo irrestricto al azar
con 16 tratamientos, cinco repeticiones vy
cinco insectos por repeticion. Los adultos de
A. eugenii, fueron sumergidos por 10 segundos
en la suspensién acuosa de cada tratamiento. Los
insectos que correspondieron a los testigos, se
sumergieron Unicamente en agua con Tween 20 al
0,1 %. Para absorver el exceso de liquido, cada
grupo de insectos fue colocado en placas petri

Heredia. San Antonio de Belén/

Hypothenemus hampei) 3x10°
Alajuela, Los Chiles/mosca blanca 1x10°
Limon, Pococi/Rhynchonphorus 1x10°
NA NA
Meéxico facilitado por OIRSA 1,1 x108
Facilitado por DIECA 2,6 x108
Comercial 4,0x 108
Guanacaste/mosca blanca 1,6 x108
Comercial 6,4 x 108
Desconocido 1,1x10°
Rhynchophorus palmarum 1x10°
Alajuela, Grecia /hormiga 1x10°
Puntarenas, Osa/larva de lepidoptero 1,56x 108
comercial 1x10°
Desconocido/ Methamasius hemipterus 1x108
NA NA

con papel toalla estéril, antes de ser individuali-
zados dentro de los viales.

Los frascos con los insectos fueron colo-
cados en un cuarto a 25 °C. Durante el ensayo
Unicamente se les suministré agua sin otro tipo
de nutriente, tal como lo realizaron Carrucini et
al. (2017). Diariamente, los insectos fueron obser-
vados a fin de determinar el momento de su
muerte y la aparicion de micelio sobre el cuerpo
del insecto. El parasitismo fue confirmado aislando
e identificando el hongo dentro del insecto. Este
proceso permitid revigorizar su virulencia por lo
que seguidamente de la purificacion, fueron alma-
cenados en congelacion (-20 °C y -80 °C) para su
uso en investigaciones futuras.

Los datos de la variable mortalidad, fueron
analizados estadisticamente a fin de deter-
minar la existencia de diferencias significativas
entre los tratamientos. Se realiz6 un andlisis de
varianza (ANDEVA) empleando modelos lineales
generales y mixtos y una prueba de separacién
de medias segun Fisher con un nivel de signi-
ficancia de 0,05 para todas las comparaciones
(Di Rienzo et al. 2020).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos con p<0,0001
y un R? de 0,61. En el cuadro 1 se presentan
los porcentajes de mortalidades segun los dias
después de la aplicacién de los tratamientos.
Algunos de los insectos utilizados en los testigos
lograron sobrevivir sin alimentacion hasta por 16
dias. En condiciones naturales el adulto puede
vivir de 3 a 4 meses (Elmore et al. 1934 citado por
Garza 2001) y sin alimento puede sobrevivir de 1 a
3 semanas lo cual coincide con los resultados de
este estudio (Intagri 2016).

El dia 4 después de aplicados los trata-
mientos, se presentaron las primeras muertes de
los insectos, siendo los tratamientos con el hongo
Beauveria bassiana, INTA-H-49 e INTA-H-31 dife-
rentes del resto, con porcentajes de mortalidad de
20y 40 % respectivamente.

Los mejores resultados de mortalidad se
dieron con los hongos del género Beauveria sp.
El dia 6 luego de la aplicacién de los tratamientos,
los hongos INTA-H149 e INTA H-168, lograron el

Cuadro 1.

100 % de la mortalidad diferenciandose estadis-
ticamente del testigo p<0.001. Todos los insectos
testigo, permanecieron activos a esa fecha.

El dia 8 luego de la aplicacién, los tratamientos
INTA-H31, INTA-H49, INTA-H181, INTA-H51,
INTA-H146, INTA-H168, INTA-H149, INTA-H-19,
INTA-H140 lograron el 100 % de mortalidad con
p<0.001 mientras que los testigos apenas alcan-
zaron una mortalidad maxima del 20 %.

Los tratamientos que tardaron 12 dias para
lograr la mortalidad del 100 % de la poblacion
y que resultaron estadisticamente diferentes al
testigo p<0.001, fueron M. acridum, INTA-H164
(M. anisopliae), INTA-H-159 (Paecilomyces sp.) e
INTA-H29 (Beauveria bassiana).

El tratamiento INTA-H131 (Paecilomyces sp.),
no se diferencié del testigo y el dia 12 luego de la
aplicacion de los tratamientos, ambos presentaron
una mortalidad del 80 %, por lo que se considera
que éste hongo no logro el efecto buscado sobre
picudo del chile dulce.

Mortalidad en porcentaje de A. eugenii por diferentes tratamientos, segun los dias después de la
aplicacion (dda).

Mortalidad en porcentaje

I B T B e TP
40 60

INTA-H-31 0 100 100
INTA-H-49 0 20 60 100 100
INTA-H-181 (b. bassiana) 0 60 100 100
Testigo 1 0 20 80

M acridium 0 40 100
INTA-H-164 0 20 40 40 100
INTA-H-51 0 0 0 100 100
INTA-H-159 0 20 20 60 100
INTA-H-146 0 20 20 100 100
INTA-H-29 0 20 40 60 100
INTA-H-168 (b. bassiana) 0 20 100 100 100
INTA-H-149 (b. bassiana) 0 40 100 100 100
INTA-H-19 0 0 0 100 100
INTA-H-131 0 20 40 80 80
INTA-H-140 (b. bassiana) 0 20 40 100 100
Testigo 2 0 0 0 0 80
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Es importante destacar que los tratamientos
que lograron eliminar el 100 % de la poblacion
en el menor tiempo (INTA-H-168 e INTA-H-149)
no formaron micelio sobre el insecto ni entre los
diferentes segmentos del cuerpo. Al respecto, el
mecanismo mas comun estudiado en para los
hongos entomopatdgenos, es mediante la adhe-
sion de las conidias (forma infectiva) en las partes
blandas del insecto por donde penetra y ramifica
sus estructuras invadiendo al insecto hasta que
muera y posteriormente hay salida del micelio
hacia el exterior del insecto. Sin embargo, con
este resultado el mecanismo de accién de estas
cepas podria ser diferente, por ejemplo, mediante
la produccién de algunas toxinas que tienen acti-
vidad insecticida o bien que para este aislamiento

49

en particular, la humedad no fue lo suficiente-
mente alta para que lograra la esporulacion hacia

el exterior del insecto (Sagar 1999).

Algunos tratamientos, lograron producir una
gran cantidad de micelio y conidias fuera del
insecto, lo cual es una caracteristica deseable a
fin de facilitar la diseminacion, establecimiento del
hongo en el sitio y el parasitismo de un numero
mayor de insectos. Esta caracteristica debe de
tomarse en cuenta para seleccionar el hongo que
se va a aplicar en campo. Las cepas INTA-H-140
e INTA-H-181 sobresalieron en el crecimiento del
hongo fuera del insecto con evidente produccién
de micelio y conidia, lo que los hacen promisorios

para ser evaluados en campo (cuadro 2).

Cuadro 2. Produccion de micelio y conidias sobre los insectos tratados.

Porcentaje de
insectos con
micelio externo

INTA-H-31 75

(B. bassiana)

INTA-H-49

(B. bassiana) 80

INTA-H-181 80
(Beauveria sp.)

M acridium 0

INTA-H-164 40
(M. anisopliae)

INTA-H-51 0
(M. anisopliag)

INTA-H-159 40

(Paecilomyces sp.)

Observacion

Con micelio cubriendo el cuerpo del insecto y presencia
de conidias que facilitan la diseminacion del hongo

Micelio envolvente, no evidencia presencia de conidias

Micelio que cubre el cuerpo del insecto con abundante forma-
cién de conidias que favorece la diseminacion del hongo.

Sin micelio ni conidias

Micelio entre los segmentos del cuerpo del insecto, con abun-
dantes conidias que facilitan la diseminacion del hongo.

Sin micelio ni conidias

Escaso micelio sobre el cuerpo del insecto, con conidias presentes
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Porcentaje de
Foto insectos con Observacion

micelio externo
INTA-H-146
(Paecilomyces sp.)

Abundante micelio y conidias sobre el cuerpo. Porcentaje
muy bajo de insectos que presentan esta condicion

INTA-H-29 20 Micelio Unicamente en los segmentos del cuerpo
(B. bassiana) del insecto, con pocas conidias.
(é':aTuAv-eF:i-z;gg) 0 Sin micelio ni conidias
(EIB';:uAv-;;:g) 0 Sin micelio ni conidias
INTA-H-19
(Paecilomyces 0 Sin micelio ni conidias
cinnamomeus.)
(Pale"gil/-gr;célglp ) 0 Sin micelio ni conidias
INTA-H-140 100 Micelio que cubre al insecto con abundante formacion de

(Beauveria sp.) conidias que favorece la diseminacion del hongo.

Testigo 0 Sin micelio ni conidias

En este estudio se utilizaron las méaximas concentraciones del hongo que se lograron en el laboratorio
(1X108 a 1X10° conidias/ml). Sin embargo, en un estudio realizado con otros aislamientos de Beauveria
bassiana lograron reducir la concentracion eficaz a 2.2x10* conidias/ml mezclandolo con aceite de soya a
una concentracién del 3 % ademas, con esta adicidn lograron reducir el tiempo de la mortalidad del 50 % de
la poblacion de estudio conforme aumentaron la concentracion del entomopatégeno (Carballo et al.2021). Se
debe valorar en la preparacion de los hongos eficientes obtenidos en este estudio una misma concentracién,
con la incorporacién de aceite de soya a fin de mejorar la eficiencia de los tratamientos cuando sean apli-
cados en los sistemas productivos.
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CONCLUSIONES

Los mejores aislamientos para continuar con
estudios sobre el parasitismo de hongos ento-
mopatdgenos corresponden al género Beauveria
spp. Los aislamientos INTA-H140 e INTA-H181
fueron los tratamientos mas promisorios, ya que
lograron eliminar la poblacion en estudio a los 8
dias luego de la aplicacion y luego de la muerte de
los insectos, lograron la produccién de micelio y
conidias sobre su cuerpo, caracteristica relevante
en la propagacién y establecimiento del hongo en
el sitio de aplicacion.

Los aislamientos INTA-H-149 e INTA-H-168
eliminaron los individuos en estudio en 6 dias
luego de la aplicacién. Sin embargo, estos no
produjeron micelio ni estructuras infectivas (coni-
dias) externamente. Se deben realizar estudios

detallados para comprobar las mejores condi-
ciones para que estas dos cepas, produzcan
dicho micelio o estudiar el mecanismo que estan
utilizando estas cepas.

Los insectos adultos de A. eugenii no tratados
con hongos entomopatétenos, lograron sobrevivir
entre 14 y 16 dias, bajo las condiciones del labo-
ratorio (con agua y sin ningun otro alimento a una
temperatura de 25 °C).

Se requieren estudios de eficacia biologica
mas completos con los cuatro hongos INTA-H149,
INTA-H168, INTA-H140 e INTA-H181, aumentando
el niumero de insectos en las repeticiones, con dife-
rentes concentraciones por tratamiento e incorpo-
rando aceites en la suspension de los tratamientos.
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