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Introduccioén

Las langostas han ocasionado pérdidas econdmicas consid-

Capacidad entomocida de cepas nativas de Beauveria sp. sobre
Schistocerca piceifrons peruviana (Lynch Arribalzaga, 1903)

Entomocidal ability of native strains Beauveria sp. on Schistocerca picei-
frons peruviana (Lynch Arribalzaga, 1903)

Nicolaza Pariona, Pedro Castellanos y Elizabeth Le6n

Resumen

Cuatro cepas de Beauveria sp. (ABvPr11, ABvPr8, ABvPr3 y ABvSr4), fueron aisladas y caracteriza-
das de ejemplares de la langosta Schistocerca piceifrons peruviana procedentes de la Provincia de
Huamanga del Departamento de Ayacucho. La capacidad entomocida de las 4 cepas fue evaluada
en la langosta Schistocerca piceifrons peruviana. Los resultados muestran que todas las cepas,
en soluciones de 10® conidias/mL, producen un 100% de mortalidad. El tiempo que se necesitd
para eliminar el 100% de las langostas, para las cepas ABvPr11, ABvPr8, ABvSr4 y ABvPr3 fue de
12, 14 y 16 dias respectivamente. Al décimo dia se observo diferencias significativas respecto a la
mortalidad, entre la cepa ABvPr11(90%) y la cepas ABvSr4(74%), ABvPr8(72%) y ABvPr3(64.6%).
Posteriormente se determino el tiempo de letalidad al 50% (TL,,) de la poblacion de langostas, con
un intervalo de 8,38 a 9,16 dias y el tiempo de letalidad al 80% (TL,,) fue de 9,6 a 11,5 dias. La
cepa ABVPr11 presenté la mayor actividad entomocida para el control de Schistocerca piceifrons
peruviana L.A.

Palabras claves: entomopatogeno, control bioldgico, langosta, Schistocerca, Beuaveria.
Abstract

Four strains of Beauveria sp. (ABvPr11, ABvPr8, ABvPr3, ABvSr4), that were found in the locust
Schistocerca piceifrons peruviana from Huamanga, Ayacucho, Peru, were isolated and morpho-
logically characterized. Entomicidal activities of four strains were evaluated on the locust. Results
showed that all the strains producing 100% mortality when using solutions of 108 conidias/mL. The
time for 100% mortalities of the strains ABvPr11, ABvPr8, ABvSr4 y ABvPr3 were 12, 14, 14y 16
days respectively. In the tenth day significant differences were observed between the mortality of
the strains ABvPr11 (90%) and ABvSr4 (74%), ABVPr8 (72%), ABvPr3 (64,6%). Lethality time was
determinate for the 50% (TL,;) of the locust population: ranging from 8,38 to 9,16 days. Lethality
time for the 80% (TL,,) ranged from 9,6 to 11,5 days. The ABvPr11 strain presented the highest
biocidal activity for the Schistocerca piceifrons peruviana L.A.

Key words: entomopatogen, biological control, locust, Schistocerca, Beauveria,

El objetivo del trabajo fue aislar, caracterizar y evaluar el efecto

erables en la agricultura a nivel mundial, especialmente en los
paises del continente africano y Asidtico, (Showler, 1996). En
Sudamérica, las langostas son conocidas en Colombia, Argentina,
Paraguay, Uruguay y Bolivia (Beingolea, 1995; Chris, 1992).
En el Perti han sido reportadas dos especies plagas de impor-
tancia para la agricultura: Schistocerca piceifrons peruviana plaga
endémica en los departamentos de Ayacucho, Huancavelica,
Apurimacy Cusco; y S. interrita registrada para Lambayeque y
Cajamarca (SENASA, 2003). Schistocerca piceifrons peruviana, la
“langosta migratoria del Pert y Ecuador” ha sido reportada desde
1901, en la zona andina del sur del Perd, donde vive de manera
permanente y cuando tiene las condiciones éptimas para su
crecimiento y desarrollo, causa severos dafios. El control y elimi-
nacién de estos voraces insectos incluyen métodos mecdnicos,
quimicos y fisicos; los cuales generalmente son contaminantes
y afectan a otros organismos. Una alternativa a estos métodos es
el control biolégico, que se basa en la manipulacién de enemi-
gos naturales, como los hongos entomopatégenos de insectos,
entre los géneros mds conocidos estdn Paecilomyces, Hirsutela,
Verticillium, Beauveria y Metarhizium (France et el., 1999). Los
dos tltimos son considerados como agentes potenciales para el
desarrollo de un micoinsecticida (Alves, 1986).

entomocida de algunas cepas nativas de Beauveria sp.

Materiales y métodos
Aislamiento e Identificacion de los hongos

Individuos adultas y ninfas de diferentes estadios de Schis-
tocerca piceifrons peruviana fueron colectados en su zona de
reproduccién, Provincia de Huamanga del Departamento de
Ayacucho, a 2761 m de altitud, en junio y diciembre 2003.
Los ejemplares fueron transportados al laboratorio donde se
aislaron las cepas puras de hongos, que se conservaron en Agar
Papa Dextrosa (APD) (Pariona, 2006).

La identificacién del hongo hasta género se realizé de acu-
erdo a las caracteristicas morfolégicas mediante la utilizacién
de la clave taxonémica propuesta por Egorova (1980), Barnet
y Hunter (1998).

Multiplicacién del hongo

Reactivacién de las cepas. Las cepas identificadas como
Beauveria, fueron reactivadas en placas Petri con medio Agar
Saboruraud Glucosa (ASG), selldndose con parafilm y manteni-

das a 23 °Cy 88% de humedad por 10 dias.
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Preparacién del sustrato final e inoculacién.

Se colocé 100 g de arroz en una bolsa de polipropileno de
0,5 k con 20 mL de agua destilada, se autoclavo a 15 libras de
presién y 120 °C por 30 minutos, luego se inocul en las bolsas
un tercio del medio ASG con el hongo esporulado en placa petri,
con 3 repeticiones para cada cepa; Se incubaron a temperatura
ambiente (20 °C) y 88% de humedad por un periodo de 21 dias,
tiempo donde se obtuvo la mayor esporulacién.

Caracterizacién fisiolégica.

Se realiz6 mediante la evaluacién del porcentaje de germi-
nacién y la produccién de conidias.

Recuento de conidias: El recuento de conidias se realizé en la
etapa de evaluacion de la capacidad entomopatégena; para ello se
preparo una solucién conidial, en un tubo de prueba: se colocd
1 g del sustrato con las esporas, mds 9 mL de agua destilada, mds
una gota del adherente agral al 0,5%; se agitd vigorosamente y
posteriormente se realizaron diluciones sucesivas hasta la dilucién
10°. Luego con una pipeta Pasteur, se tomé de la menor dilucién
una alicuota de la suspensién homogénea de conidias, se colocé
en la ranura lateral de una cimara de Neubauer y se realizaron
los conteos de conidias en 5 campos de la cimara para obtener
el promedio de esporas de cada cepa en estudio.

Porcentaje de germinacién de conidias: Para la cuantifi-
cacién del porcentaje de germinacidn, se utilizaron placas Petri
conteniendo papel filtro, portaobjeto estéril. Sobre la lémina se
adicioné de 4 a 5 cuadriculas del medio de cultivo ASG, al cual
se le anadié una gota de la dilucién de esporas (10® conidias/mL),
seguidamente se cubrié con una llaminilla; se incubé por 18
horas; finalmente se agregd una gota de azul de lactofenol para
detener la germinacién y dar contraste a las conidias. El conteo
se realizd en 5 campos.

Evaluacién de la capacidad biocida de las cepas nativas de
Beauveria sp. sobre S. piceifrons peruviana.

Identificada la cepa como Beauveria sp. se evalud la patogene-
cidad para seleccionar a la mds eficiente. El ensayo se llevé a cabo
en un ambiente abierto acondicionado con jaulas de 100 x 50
cm, a temperatura y humedad ambientales, en el Laboratorio
de Entomopatdgenos del Servicio Nacional de Sanidad Agraria
(SENASA-Ayacucho).

Cada experimento tuvo un disefio estadistico completa-
mente al azar, con insectos adultos de S. piceifrons peruviana
por cada cepa de hongo, la cual comprendié un tratamiento.
Cada tratamiento fue evaluado con 50 individuos, en estado
adulto, con 3 repeticiones cada una. Este bioensayo tuvo como
finalidad seleccionar la cepa que ocasiona el mayor porcentaje
de mortalidad. Para la prueba de patogenecidad de Beauveria sp.
se prepararon cuatro soluciones de 10® conidias/mL, a partir de
la solucién madre respectiva de las cuatro diferentes cepas del
hongo a evaluar.

Se evaluaron cinco tratamientos:
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La infeccién del insecto se hizo por aspersién, con un spray
sobre los insectos, para el testigo se hizo el mismo tratamiento,
pero la aspersién se hizo con solucién acuosa estéril.

Las evaluaciones fueron diarias; una vez muerto el insecto
se lavé por inmersién en hipoclorito de sodio al 5%, por un
minuto, se enjuagé en agua destilada estéril 3 veces y luego se
colocd en cdmara himeda para facilitar el crecimiento de micelio.
Seguidamente, se verificé si se trataba de la misma cepa nativa
aislada del insecto, para ello se hizo un examen directo con azul
de lactofenol observiandose las estructuras de fructificacién de
los hongos al microscopio.

El disefio fue completamente al azar, se transformaron los
datos obtenidos mediante la expresion arcsen+/m , donde m es
el valor de la variable porcentaje de individuos muertos. Los pro-
medios se compararon mediante la prueba de Duncan (P< 0,05).
Los datos de mortalidad total acumulada de cada concentraciéon
fueron corregidos mediante la férmula de Abbot.

Tiempo de letalidad al 50 y 80% (TL,, y TL, ) de la po-

blacién expuesta.

Con esta variable se determino el tiempo que demora el hongo
en matar al 50% y al 80% de langostas en cada unidad experi-
mental por medio de una tabla de acumulado diario durante 12
dias; con estos datos se realiz6 el respectivo andlisis de varianza
(ANOVA), los promedios fueron comparados mediante el andlisis
de Duncan (P< 0,05).

Tasa de infeccion.

Se seleccionaron las langostas muertas al final del experimento,
se separaron en cimara himeda para realizar un conteo de langostas
infectadas por el hongo, para hallar el porcentaje de infeccién dentro
de cada unidad experimental y tratamiento.

Resultados y discusion

Aislamiento e Identificacion de Cepas de Beauveria sp.

Se aislaron 10 cepas de hongos, de las cuales 4 corresponden a
Beauveria sp: ABvPr11, ABvPr8, ABvPr3 y ABvSr4. Los 4 aisla-
mientos se obtuvieron a partir de langostas nativas de Ayacucho,
es decir, que el hongo esta presente en ella en su forma natural.
Asi también, lo sefalan Zimmerman (1992), Glare (1992),
Castineiras et al. (1996), Alcizar et al. (2003).

Caracterizacién morfolégica.

Las cepas ABvPr11, ABvPr8, ABvPr3 y ABvSr4 presentaron:
colonias con micelios blancos de aspecto algodonoso, superficie
semielevada, crecimiento moderado, estas caracteristicas son
variables, por lo que no son consideradas como tnicos criterios
para determinar la especie (Vargas, 2003), al caracterizar tres
cepas de Beauveria brongniartii.

Todas las cepas formaron sinemas (estructuras alargadas rami-
ficadas) reportadas por Vargas (2003) para Beauveria bassiana.
Segtn Samson et al. (1988), Rodriguez y Del Pozo (2003); estas
estructuras son eficientes para la dispersidn de conidias, lo cual in-
dica que estas cepas serian buenos controladores en el campo.

Las 4 cepas produjeron pigmentacién amarilla difundiéndose
en el medio, que evidencia la presencia de Bauvericina, toxina
secretada durante el crecimiento, como también lo mencionan

Gémez (1998) y Vargas (2003) para B. bassiana y B. brong-

niartti.
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Tabla 1. Tasa de mortalidad total causadas por las cepas de Beauveria sp.

Tratamiento Dia 8 Dia 10 Dia 11 Dia 12
% arcsen % arcsen % arcsen % arcsen
ABvPrll 41,00 0,69 BC 90,00 1,26 C 96.0 1,38 C 100,00 1,57 B
ABvSr4 32,00 0,60 B 74,00 1,03 B 82,00 1,13B 91,00 1,27 B
ABvPr8 44,00 0,72C 72,00 1,02 B 82,00 1,13B 89,00 1,25 C
ABvVPr3 36,00 0,65 C 64,00 0,93 B 76,00 1,06 B 83,00 1,15C
Testigo 6,00 0,25 A 14,00 0,36 A 16,00 0,39 A 18,00 0,39 A

Los valores de la misma letra no son significativos segun la Prueba de Duncan (P< 0,05)

Las caracteristicas microscépicas observadas coinciden con las
del género Beauveria sp.: conidi6foros sencillos, agrupados irregu-
larmente o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados
en la base y adelgazdndose hacia la porcién que sostiene la conidia,
la cual se presenta en forma de zig-zag, las conidias son hialinas,
redondeadas a ovoides y unicelulares coincidiendo con las de-
scripciones de Bustillos (2001), Rodriguez y Del Pozo (2003).
En nuestras cepas resaltan las caracteristicas de B. bassiana que
posee conidias globosas a subglobosas, las estructuras conidi6foras
forman densos grupos, como lo describe Samson et al. (1988).
Por lo tanto, los aislados obtenidos podrian identificarse como
B. bassiana. Sin embargo, ain se necesitan realizar mds estudios
fisiolégicos y moleculares para asegurar su identidad.

Caracterizacién fisiolégica del hongo.

Las cuatro cepas presentaron una alta produccién de conidias
después de 21 dias de sembrado. Segtin el andlisis de varianza
(ANOVA) se determiné diferencias altamente significativas las
cuales presentan valores mayores de 10® conidias/mL. La cepa
ABvSr4 presentd el valor mas alto con 10,9 x 108 conidias/mL,
seguido de la cepa ABvPr8 con 9,5 x 10® conidias/mL y la cepa
ABvPrl1 con 4,9 x 10® conidias/mL. El valor mas bajo lo pre-
sentd la cepa ABvPr3 con 1,2 x 10® conidias/mL.

El porcentaje de germinacidn para las cuatro cepas de Beauve-
ria sp. fueron del 95,4%, 94,1%, 94,7%, 92,5%, para las cepas
ABVPrl11, ABvPR3, ABvSr4 y ABvPr8 respectivamente. Segiin
el Andlisis de Varianza (ANOVA) no son significativamente
diferentes (P< 0,05).

La caracterizacion fisiolégica del poder entomopatdgeno, que
se realizo a las 4 cepas en estudio fueron similares en sus porcen-
tajes de germinacién, no permitiendo establecer diferencias entre
ellas, y en la produccién de conidias mostré diferencias altamente
significativas, resultados similares a los obtenidos por Vargas
(2003), Bautista (1999) a las 24 y 21 horas respectivamente.
Asimismo estos porcentajes obtenidos en el tiempo indicado
coinciden con los requisitos descritos para el control de calidad
de hongos entomopatdgenos senalado por Gémez (1998).

Tabla 2. Tasa de mortalidad corregida seguin Abbot al dia 10y 12.

Tratamiento Mortalidad dial2 Mortalidad diall
ABvPr1l 89,1 100
ABvSr4 69,8 89,3
ABvVPr8 68,2 86,3
ABvVPr3 58,9 79,5

Prueba de patogenecidad.

Todas las cepas produjeron sintomas iniciales como manchas
oscuras en el tegumento y pérdida de movimiento que indican
que las langostas estdn infectadas con el hongo. Los sintomas de
la invasién del hongo en el hemocele, produce parilisis al insecto;
esto explicarfa la inmovilidad y rigidez observada en las langostas
coincidiendo con las descripciones de Vargas (2003), Lecuona
et al. (1996) quienes ademds, mencionaron que durante la ger-
minacién del hongo se produce una degradacién enzimdtica de
la cuticula, causada por la secrecién de endoproteasas, quitinasas
y lipasas, entre otras enzimas; la presencia de manchas necréticas
evidencia sitios de penetracién del hongo, como una respuesta a
la accién litica de las enzimas liberadas durante la penetracion tal
como lo menciona Bautista (1999) al evaluar la patogenicidad
de B. bassiana sobre S. piceifrons peruviana, produciendo muerte
a partir del segundo dia.

El andlisis de varianza (ANOVA) nos demuestra que existen
diferencias significativas entre las cepas (ver Tabla 1).

Todas las cepas fueron altamente patogénicas. Sin embargo,
hasta el octavo dia no se observaron diferencias significativas
de mortalidad entre las cepas. Al décimo dfa la cepa ABvPrll
con 90% de mortalidad, fue significativamente diferente a las
cepas ABvSr4, ABvPr8 y ABvPr3, con 74%, 72% y 64,6% de
mortalidad y al testigo con un 14%. El mismo comportamiento
ocurre al onceavo dfa, aumentando los porcentajes de mortalidad
en todos los tratamientos pero al doceavo dfa la cepa ABvPrl1
logré matar al 100% de langostas, siendo significativamente
diferente a las demds cepas ABvSr4, ABvPr8 y ABvPr3 las que
alcanzaron el 91%, 89% y 83% respectivamente y el testigo con
un porcentaje de 18%.

Segin la férmula de Abbot se observa también que hay dife-
rencias significativas en los tltimos dias (Tabla 2). Todas las cepas
fueron altamente patogénicas llegando a matar al 100% de las
langostas, la diferencia varia en el tiempo. Para la cepa ABvPr11
fue al doceavo dia, seguido de las cepas ABvPr8 y ABvPSr4 al
catorceavo dia y finalmente la cepa ABvPr3 al dieciseisavo dia
(Fig. 1) el andlisis de varianza para esta variable de mortalidad
total muestra diferencias significativas.

Al noveno dfa, estadisticamente no hay diferencias signifi-
cativas de mortalidad en las cepas, esto se debe posiblemente a
que los insectos mas débiles fueron muriendo primero y en los
insectos normales la mortalidad se darfa al décimo dia. La cepa
ABvPr11 obtuvo una mortalidad de 90% con 10° conidias/mL,
mientras tanto, la cepa ABvPr3 obtuvo un porcentaje menor cor-
respondiente al 64%. La prueba de Duncan muestra dos grupos
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Figura 1. Prueba de patogenecidad de las cepas de Beauveria
sp. sobre Schistocerca piceifrons.

significativamente diferentes coincidiendo con lo afirmado por
Alves (1986), quien senala que la patogenicidad es una caracter-
istica genética de un microorganismo entomopatégeno, que lo
lleva a penetrar en un insecto y causar la enfermedad, en tanto
que la virulencia es el grado de patogenicidad de los aislamientos
hacia un hospedero especifico.

El presente trabajo fue realizado en jaulas en condiciones de
temperatura y humedad ambientales. Las cepas produjeron la
muerte del 76 al 96% de poblacién de langostas al onceavo dia
con concentraciones de 10® conidias/mL, resultados similares
obtuvieron por Foster et al. (1996) al evaluar B. bassiana sobre
Melanoplus sanguinipus en jaulas de campo a temperatura y
humedad ambientales durante 3 afios, a concentraciones de
1x10" conidias/mL.

La mortalidad de nuestras cepas ABvPr11 (100%), ABvSr4
(91%), ABvPr8 (89%) y ABvPr3 (83%) al doceavo dia muestran
resultados similares a los obtenidos por Gallegos et al. (2003)
quienes evaluaron cepas nativas de B. bassiana en adultos de Am-
phidees sp. donde las cepas SAA (99%) y HCA (97%) produjeron

mortalidades al treceavo dia de la aplicacién.

De la misma manera, nuestras cepas ABvPrl1l, ABvSr4,
ABvPr8 y ABvPr3 evaluadas a condiciones ambientales, con
alimento en floreros, con la concentracién 10® conidias/mL y apli-
caciones directas e indirectas causaron patogenecidad especifica
de un 100% alos 12, 14, 14 y 16 dias respectivamente, coinci-
diendo con los resultados de Torres et al. (1997) en ensayos de B.
bassiana, B. brongniartii y Metarh izium anisopliae en el control
del “gusano blanco de la papa” (Premnotrypes vorax), que obtuvo

Tabla 3, Tiempo letal al 50 y 80% de la poblacién de la cepas
de Beauveria sp, (TL,, y TL

BO)

Tratamiento Tiempo letal
al 50% al 80%
ABvPr1l 834 A 9,6 A
ABvSr4 9,14B 10,8 B
ABvVPr8 8,74 A 10,8 B
ABvVPr3 9,13 B 11,5B

Valores con la misma letra no presentan diferencias significativas
segun el analisis de Duncan (P < 0,05), ANOVA (P< 0,05)

hasta un 100% de mortalidad después de 21 dias de aplicados los
tratamientos, a concentraciones de 1x10° conidias/mL.

Las cepas en estudio provienen del insecto a controlar, y por
consiguiente el mejor potencial patogénico que demuestran en las
pruebas, podria deberse a que estas cepas han sufrido procesos de
seleccién natural y coevolucién con el insecto, factores que pu-
eden generar en la cepas una mayor especificidad en la infeccién
del insecto blanco (Torres et al. 1997; France et al., 1999).

Tiempo de letalidad al 50 y 80% (TL,, y TL,) de la po-

blacién expuesta.

Segun el andlisis de varianza (ANOVA) el tiempo necesario
para eliminar al 50% de la poblacién fue altamente significativa.
Siendo el TLSO de 8,34; 8,74; 9,13 y 9,14 dias para ABvPrl1,
ABvPr8, ABvPr3 y ABvSr4 respectivamente. La cepa ABvPrl1
es significativamente diferente a las demds cepas, mostré ser mds
efectivo al actuar en menor tiempo (8,34 dias) en promedio,
mientras que las otras cepas son iguales estadisticamente. El
tiempo necesario para eliminar el 80% de la poblacién también
fue altamente significativo. Se observa que los registros para las
cepas son de 9,6 para ABvPrl11; 10,8 para ABvSr4; 10,81 para
ABvPr8 y 11,5 para ABvPr3. En el andlisis de Duncan la cepa
ABvPr11 muestra una diferencia altamente significativa respecto
a las demds cepas, eliminando en 9,6 dias el 80% (Tabla 3).

El TL,, hallado para las cuatro cepas de Beauveria sp. en
S. piceifrons peruviana, tuvo valores entre 8,3 y 9,16 dias, no
habiendo diferencia significativa con los obtenidos por Luna y
Lecuona (2001) quienes obtuvieron TL, entre 7,2 y 9,2 dias
para el control de “tucuras”, con Beauveria y Metarhizium, lo
que indica que estas tienen buen potencial patogénico.

Tasa de infeccién.

La aparicién del micelio ocurrié a las 48 horas de muerte del
insecto al ser colocado en cdmara himeda. Las cepas esporularon
en los caddveres de la langosta, adquiriendo un aspecto polvori-
ento, observindose ademds la formacién de sinemas. Se observé
que la cepa con mds alta tasa de infeccién fue ABvPr11 con 94%

y la que registro menor tasa fue la cepa ABvPr3 con 84% y para
las otras 2 fue de 88% (ABvSr4) y 90% (ABvPr8) (Fig. 2).

En la tasa de infeccidn para nuestras cepas, las caracteristicas
observadas como la aparicién del micelio se dio después de las 48
horas de muerte del insecto al ser colocado en cdmara hiimeda; lo que
indicarfa que la muerte fue causada por el hongo (Robert y Humber,
1984; Kershaw et al. 1999). Las cepas esporularon en los cadéveres
de la langosta, adquiriendo un aspecto polvoriento, observindose

100 T

95 1

%90 4

85 1

80 T | T 1
ABvPri1  ABvSr4  ABVPr8  ABVPr3

Figura 2. Porcentaje de tasa de infeccion de las cuatro cepas
de Beauveria sp.
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ademds la formacién de sinemas coincidiendo con las descripciones
de Tanada y Kaya (1993) para el género Beauveria sp.

Se registraron porcentajes de micosis alta en la langosta por
la cepa ABvPr11 con 94% y menor porcentaje de micosis fue en
la cepa ABvPr3 con 84% y para las otras 2 cepas fueron de 88%
(ABvSr4) y 90% (ABvDr8).
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