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RESUMEN

El uso de la Lucha Biolégica para el control de plagas que afectan a los cultivos, se ha
generalizado en todo el pais, debido a sus mdltiples ventajas tanto en el ambito econémico,
ecolégico y social. Dentro de las estrategias de control biolégico se emplean diversos medios
como el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin y el depredador
Chrysopa exterior Navas. Para su utilizacién conjunta se debe pasar por una etapa previa
imprescindible para establecer los posibles efectos negativos de su interaccion, mediante
bioensayos ecotoxicolégicos. Por estas razones el objetivo de este trabajo fue evaluar la
susceptibilidad del depredador C. exterior en sus fases de desarrollo al hongo entomopatégeno
B. bassiana en condiciones de laboratorio. Para su realizacién se utilizaron insectos obtenidos
de una cria de laboratorio de C. exterior y suspensiones a base de la Cepa LBb-1 a las
concentraciones de 1x10’ y 1x10° esporas/ml. Los bioensayos se realizaron bajo condiciones
de temperatura y humedad relativa controladas. Los estados preimaginales del entomo6fago
fueron sumergidos en las suspensiones y los adultos fueron asperjados. EI parametro evaluado
en los huevos fue su eclosion, en las larvas y los adultos la mortalidad y para los cocones la
emersion de los adultos. Se obtuvo que las suspensiones no afectaron ninguna de las fases de
desarrollo del insecto. Por lo anterior se determind que el depredador C. exterior no es
susceptible a B. bassiana por lo que pueden ser utilizados conjuntamente para el control de
plagas agricolas en los sistemas de produccion.
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INTRODUCCION

La agricultura del nuevo milenio debe establecer nuevas alternativas de control que produzcan
menor impacto y riesgo ambiental; y que permitan reducir significativamente el uso de
plaguicidas sintéticos (Hansen y Johnson, 1999; lannacone y Alvarifio, 2002). El final del siglo
XX y lo que va del XXl se han caracterizado por un fuerte apoyo a los esfuerzos de la
proteccion del ambiente por varios sectores de todas las sociedades, por lo que el Control
Bioldgico, ha pasado a jugar un papel importante en la reduccién de organismos indeseables en
el necesario equilibrio ambiental (Speciale, 2007).

El control biolégico es, sin duda, una de las herramientas principales que el hombre tiene para
reducir las poblaciones de artropodos plaga en los cultivos agricolas. Esto se realiza mediante
el uso de entomofagos y entomopatdgenos, y es considerado como una de las estrategias
fitosanitarias de mayor importancia en nuestra agricultura (Mass6 y Gomez, 2008).

La mayor parte de los insectos depredadores utilizados en programas de control biolégico
pertenecen a las familias Chrysopidae y Coccinellidae. La familia Chrysopidae es la mas
importante de todos los depredadores del orden Neurdptera. Actualmente se consideran
agentes biologicos decisivos para el control de plagas insectiles, habiéndose difundido su
utilizacién en cultivos comerciales, invernaderos y jardines (Nufiez, 1988). Este neur6ptero,
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llamado comunmente alas de encaje, mosca de ojos dorados o ledn de &fidos, es un
controlador biolégico promisorio en el manejo ecolégico e integrado de plagas. Las larvas son
depredadores muy voraces que se alimentan de cuerpos blandos de insectos y aracnidos
(Fonseca et al. 2000).

El hongo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin ha sido utilizado exitosamente para controlar
plagas en muchas regiones del mundo como parte de las estrategias de manejo integrado de
plagas. Por sus caracteristicas patogénicas para controlar insectos, su factibilidad de
reproduccion en forma artificial y la rentabilidad de su uso, este hongo representa una
alternativa viable al ser utlizado sin perjuicios al medio ambiente y sin efectos téxicos
(Baeteman, 1997).

Se ha demostrado que hay bioplaguicidas que presentan efectos sobre biorreguladores de
plagas. El estudio de esto es importante en cuanto a la conservacion de la fauna benéfica
(Vazquez, 2003). El conocimiento del efecto de los bioplaguicidas sobre la fauna benéfica y en
especial sobre sus diferentes estados en desarrollo, permitird evitar el uso de aquellos con
consecuencias negativas y fomentar el uso de los que causen un menor impacto
ecotoxicoldgico (lannacone y Lamas, 2003). Por estas razones fue necesario evaluar la
susceptibilidad del depredador Chrysopa exterior en todas sus fases de desarrollo al hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana en condiciones de laboratorio y valorar la posibilidad del
uso conjunto de ambos en los sistemas de produccién agricola.

MATERIALES Y METODOS

Los bioensayos ecotoxicoldgicos fueron realizados en el Laboratorio de Cria de Artrépodos
Benéficos, del Grupo de Trabajo de Tecnologias de Reproduccién de Medios Biol6gicos y
Artropodos Benéficos, perteneciente al Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV).

Fue evaluado el efecto del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
sobre el depredador Chrysopa exterior Navas. Para ello se realizaron diferentes bioensayos con
suspensiones a base de la Cepa LBb-1 a las concentraciones de 1,0x10" e/mly 1,0x10° e/ml.
preparadas por el Laboratorio de Reproduccion Bioplaguicidas del INISAV. Se seleccionaron
huevos, larvas, pupas y adultos de C. exterior del pie de cria del Laboratorio de Cria de
Artropodos Benéficos del INISAV.

Los bioensayos se realizaron bajo condiciones controladas, a una temperatura de 25 + 1°C y 80
+ 2% de humedad relativa. EI método utilizado para los huevos, las larvas y las pupas fue
inmersion en la suspensién a base de la Cepa LBb-1 para los tratamientos y en agua destilada
para el caso del testigo, durante 5 segundos. Para los bioensayos realizados con adultos el
método usado fue aspersion (FAO, 1969). Fueron utilizadas 3 variantes (Tabla 1).

Tabla 1. Variantes.

Testigo Aspersion o Inmersion en agua destilada.

Tratamientol | Aspersion o Inmersion en: Suspension a base de la Cepa
LBb-1 a una concentracion de 1,0x10 e/ml.

Tratamiento2 | Aspersién o Inmersidn en: Suspension a base de la Cepa
LBb-1 a una concentracién de 1,0x10° e/ml.




Para medir el efecto que ejerce el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana sobre el
desarrollo embrionario de Chrysopa exterior se utilizaron huevos desfilamentados de 24 horas
de puestos, los mismos fueron seleccionados bajo un estereoscopio, asegurando asi su buen
estado. Las larvas utilizadas para los bioensayos fueron de primer instar; se escogieron
cocones de 48 horas de edad y en los experimentos con adultos se seleccionaron imagos con
una semana de emergidos.

Para todos los estados de desarrollo las evaluaciones se realizaron diariamente; hasta que se
observé, en el caso de los huevos el nacimiento de la larva, para determinar el porcentaje de
eclosion y el tiempo en que estos eclosionaron. Para las larvas y los adultos se registro la
mortalidad y el tiempo al cual murieron, y en ambos casos los muertos fueron colocados en
camara humeda. Para el caso de los cocones estos se observaron hasta la emergencia de los
adultos para medir el porcentaje de emersiéon. En todas las fases de desarrollo evaluadas se
continuo observando el ciclo de vida de los insectos hasta que fue completado.

Se utiliz6 la escala de toxicidad a enemigos naturales, aplicada por la Organizacion
Internacional para el control Bioldgico e integrado de los Animales y plantas perjudiciales para
los Cultivos (OILB) (Vifiuela, 2001) en ensayos residuales de laboratorio, para la comparacion
con los resultados obtenidos.

Escala de toxicidad a enemigos naturales:

CATEGORIA 1- INOCUO (<30%)

CATEGORIA 2- LIGERAMENTE TOXICO (30-70%)
CATEGORIA 3- MODERADAMENTE TOXICO (80-99%)
CATEGORIA 4- TOXICO (> 99%)

Se realizé andlisis de varianza simple (ANOVA) y prueba de significacion de Tukey para un
nivel de significacion del 5% (a=0,05). Software utilizado: Stat Soft, Inc. (2003). STATISTICA
(data analysis software system), version 6. www.statsoft.com.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados obtenidos sobre la fase de huevo con las concentraciones de 1,0x10" e/ml y
1,0x10® e/ml, los porcentajes de eclosion de éstos fueron altos, de un 90 y 85%
respectivamente y no mostraron efectos significativos estadisticamente en comparacion con el
testigo que fue de 90%. El desarrollo embrionario de los huevos de Chrysopa exterior con las
dos concentraciones utilizadas no se vio afectado; el tiempo de eclosion de los huevos oscilé
entre los 4 y los 6 dias; a los 4 dias se inici6 el nacimiento de las larvas, a los 5 dias se produjo
la mayor eclosiéon que continué hasta los 6 dias y no se observaron diferencias estadisticas
significativas en el tiempo de eclosién en comparacién con el testigo. (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de eclosion de huevos de Chrysopa exterior Navas tratados con Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin a diferentes tiempos de exposicion o evaluacion.

Amorim et al., (2005) realizaron estudios para evaluar el efecto de suspensiones de Beauveria
bassiana sobre huevos con 24 horas de edad de Chrysoperla externa a concentraciones que
variaron desde 1,0x10* hasta 1,0x108 conidias/ml. Estos autores determinaron que no hubo
efecto sobre la viabilidad de los mismos en ninguna de las concentraciones utilizadas, resultado
gue coincide con el obtenido en esta investigacién. También en estudios realizados para
evaluar el efecto de dos extractos botanicos (rotenona y azadiractina) y un insecticida
carbamico (cartap) sobre huevos del depredador Chrysoperla externa en bioensayos
ecotoxicoldgicos, se obtuvo que ninguno de los tres productos a las dosis maximas utilizadas
causaron efectos negativos en el porcentaje de eclosion de huevos (lannacone y Lamas, 2002)
y concuerda con este estudio en el cual no se observaron afectaciones en el desarrollo
embrionario del depredador

En los bioensayos realizados con larvas de primer instar de Chrysopa exterior, las
concentraciones utilizadas provocaron mortalidades de 12 y 20% y se observaron diferencias
estadisticas significativas con respecto al testigo que no presentd mortalidad. A las 72 horas de
la aplicacién del tratamiento 1 se pudo observar que no hubo diferencias significativas con
respecto al testigo, no asi con el tratamiento 2 que si difiri6 de ambos. A las 96 horas se
observaron diferencias estadisticas significativas entre el testigo y los tratamientos, difiriendo a
su vez ellos entre si. (Figura 2).
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Figura 2. Mortalidad de larvas de Chrysopa exterior Navas de primer instar tratadas con Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin a las 72 y 96 horas de exposicion.

En bioensayos realizados en el laboratorio con Beauveria bassiana y con Paecilomyces
fumosoroseus, Generoso (2002), verificd que esos hongos eran selectivos a larvas de primer y
tercer instar de C. externa, y provocaron bajas mortalidades en esos estadios de desarrollo. Por
otra parte al evaluar un bionematicida constituido por la cepa IMI SD 187 de Pochonia
chlamydosporia var. Catenulata sobre larvas de Chrysopa exterior, en bioensayos
ecotoxicoldgicos realizados en laboratorio, Garcia (2005), reportd bajos porcentajes de
mortalidad (entre un 10% y un 30%) con lo que confirmdé la ausencia de patogenicidad del
hongo sobre este depredador.

Thungrabeab y Tongma (2007), realizaron experimentos para conocer el efecto de los hongos
entomopatdgenos, Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sobre los enemigos naturales
Coccinella septempunctata L., Chrysoperla carnea (Stephens) y Dicyphus tamaninii Wagner, asi
como también el insecto beneficioso de la tierra: Heteromurus nitidus Templeton; se obtuvo que
B. bassiana no resulté patogénica para los insectos evaluados ya que no se observé mortalidad
en estos. Para el caso de M. anisopliae solamente se registraron mortalidades para C. carnea y
D. tamaninii con un 4% y un 10% respectivamente. En este estudio los autores sefialaron a B.
bassiana y M. anisopliae como agentes de control bioldgico relativamente seguros sobre
insectos no diana, como los enemigos naturales y los insectos benéficos de la tierra.

En los bioensayos realizados en el laboratorio con cocones de Chrysopa exterior se observé un
alto porcentaje de emersion de adultos, entre 90 y 80% en los tratamientos después de los 15
dias de la aplicacion y no se observaron diferencias estadisticas significativas con respecto al
testigo que fue de 90%. (Figura 3).
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Figura 3. Efecto que provoca el tratamiento de cocones de Chrysopa exterior Navas con Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin en la emersion de los adultos a los 15 dias de tratados.

lannacone y Lamas, (2003) también evaluaron el efecto toxicolégico de extractos de dos
plantas: Molle (Schinus molle) y Lantana (Lantana camara) sobre pupas de Chrysoperla externa
en bioensayos realizados bajo condiciones de laboratorio. Los extractos acuosos del molle y la
lantana a las concentraciones aplicadas no causaron efectos significativos en la emergencia de
pupas de C. externa en ensayos de inmersion después de lecturas de 8 y 21 dias. El resultado
alcanzado por ellos a pesar de tratarse de extractos de plantas, concuerda con el obtenido en
esta investigacion con B. bassiana, en la que se demostré6 una baja vulnerabilidad y
susceptibilidad en esta fase de desarrollo del depredador a los tratamientos y a su vez confirma
su potencial como agente de control biolégico ya que es compatible también con productos
boténicos.

En los bioensayos realizados con adultos de Chrysopa exterior, las concentraciones utilizadas
provocaron mortalidades bajas, de un 10% en ambos casos, y no se observaron diferencias
estadisticas significativas a las 48, 72 y 96 horas después de la aplicacion en comparacién con
el testigo que no registré mortalidad. (Figura 4).



100

@ Testigo OBb.C.107 @Bb.C. 108
80
CV%=77,4603
60 EsX = 0,0210
%
40
10a 10a 10a
0
48 horas 72 horas 96 horas

Figura 4. Mortalidad de adultos de Chrysopa exterior Navas tratados con Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin a las 48, 72 y 96 horas de exposicion.

No se encontr6 en la literatura especializada informacién sobre evaluaciones del efecto hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana ni de otros productos bioldgicos sobre adultos de
Chrysopa exterior. Castillo et al. (2009) realizaron bioensayos de laboratorio con el objetivo de
determinar si Beauveria bassiana afectaba al parasitoide de la broca del café Phymastichus
coffea LaSalle; el principal efecto del hongo se observd en la disminucion de la longevidad de
los adultos y en la mortalidad del 100% de los inmaduros del parasitoide cuando el hongo fue
aplicado a sus hospederos parasitados.

Otro estudio similar fue realizado por Vazquez (2002) para determinar el efecto bioplaguicida de
los hongos Verticillium lecanii y Beauveria bassiana sobre adultos de Cotesia americanus
(Lepeletier) (Hymenoptera: Braconidae), parasitoide de la primavera de la yuca (Erinnyis ello L.)
que reportd mortalidades de 95,1 y 84,5% respectivamente, entre los 3-5 dias posteriores al
contacto con las superficies asperjadas con los biopreparados. Esto demuestra que los hongos
entomopatdgenos pueden ser patogénicos para himenopteros parasitoides y ademas que estos
pueden mostrar diferentes niveles de patogenicidad sobre los insectos benéficos, siendo mas
dafinos para unos que para otros.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los parametros evaluados en cada una de las
fases de desarrollo del depredador, se procedié a la comparacién de éstos con la escala de
toxicidad a enemigos naturales, aplicada por la (OILB) (Vifiuela, 2001) para ensayos residuales
de laboratorio.

Estos resultados manifestaron que la mortalidad para la fase de huevo estuvo entre un 10% y
un 15%; para las larvas a las concentraciones utilizadas se reportaron mortalidades de 12% y
20%, siendo el estado de desarrollo inmaduro mas sensible al hongo entomopatégeno, ya que
mostré los mas altos porcentajes de mortalidades. Los cocones alcanzaron mortalidades entre
un 10 y un 20%; y en el caso de los adultos se registraron mortalidades del 10% en las dos
concentraciones utilizadas.



Por lo anterior se pueden clasificar estos resultados en la categoria 1 (inocuo); debido a que en
los parametros evaluados los porcentajes de mortalidad se mantuvieron dentro de lo
establecido para esta categoria (<30%).

Los resultados obtenidos en el laboratorio sugieren que es posible la utilizaciéon conjunta del
hongo entomopatdgeno B. bassiana y el depredador C. exterior en los sistemas de produccion
agricola para el control de plagas, ya que, si en el laboratorio se registraron bajos niveles de
mortalidad, en el campo los efectos negativos del hongo sobre el insecto deben ser menores.
La mortalidad observada en condiciones de laboratorio, no siempre es equivalente a la
obtenida en condiciones de campo, donde la cantidad de in6culo que atrapa el insecto es menor
(Alves, 1998).

Lo anterior coincide con lo planteado por la OILB que aconseja como primer paso trabajar en
condiciones de laboratorio. Si el plaguicida resulta ser inocuo en condiciones de laboratorio, no
es necesario conocer su efecto en condiciones de semicampo o campo, ya que si ho ha
afectado al organismo en las estrictas condiciones de laboratorio, dificilmente lo pueda hacer en
campo. Sin embargo, por lo general si un plaguicida tiene algun efecto negativo en laboratorio,
tendra que ser objeto de ensayos de semicampo y campo para determinar su actividad (Vifiuela
y Jacas, 1993).

CONCLUSIONES
*» El hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana (Cepa LBb-1) no afect6 el desarrollo
embrionario de los huevos, el desarrollo de las larvas, ni la emersion y la supervivencia
de los adultos del depredador Chrysopa exterior.

» Es posible la utilizacién conjunta de B. bassiana (Cepa LBb-1) y C. exterior para el
control biolégico de plagas en los sistemas de produccion agricola teniendo en cuenta
la baja susceptibilidad de este depredador al entomopatdgeno.
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