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PATOGENICIDAD DE Beauveria bassiana (Bals) Vuill., SOBRE EL GUSANO
DEFOLIADOR DEL MARACUYA Dione juno (Cramer) (Lepidoptera: Nymphalidae)
EN LABORATORIO

PATHOGENICITY OF Beauveria bassiana (Bals) Vuill AGAINST THE “PASSION
FRUIT BUTTERFLY Dione juno (Cramer) (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE) IN

THE LABORATORY
Jenny Malpartida-Zevallos!, Ménica Narrea-Cango? y William Dale-Larraburre®

Resumen

Los hongos entomopat6genos constituyen una alternativa en el manejo integrado de muchas
plagas. En el presente trabajo se determiné la patogenicidad del hongo Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill., para uso potencial como agente de control biolégico contra larvas de tercer estadio del
“defoliador del maracuya” Dione juno (Lepidoptera: Nymphalidae), una plaga importante del
maracuya. El aislamiento evaluado mediante aplicacion directa de suspensiones de 10°, 107 y 108
conidias mL™ pertenece a la coleccion comercial del Servicio Nacional de Sanidad Agraria
SENASA vy registré una mortalidad en las larvas de D. juno, entre 20% y 84% al cuarto dia. La
CLso y la CLgs fueron de 9.39 x 10%onidias mL™?, y 1.42 x 108%conidia mL*respectivamente, por lo
que se concluye que la cepa CCB-LE 262 de Beauveria bassiana (Bb SENASA) tiene un gran
potencial como controlador biolégico de D. juno.
Palabras clave: Control Bioldgico, Beauveria bassiana, Dione juno, maracuya.

Abstract

Entomopathogenic fungi are a real alternative in insect pest integrated management. In the
present study, pathogenicity of the Beauveria bassiana fungus and its potential use as a
biological control agent against white grub third instar larvae of the“passion fruit butterfly” Dione
juno, (Lepidoptera: Nymphalidae) a very important pest of passion fruit, was determined. Isolation
evaluated by direct application of conidia suspensions of 108, 107 y 10°® mL™ belongs to the
commercial collection of Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), and mortality
registered on larvae ranged from 20 to 84 %. The LDsp and LDgs were de 9.39 x 10°conidia mL*
y 1.42 x 108 conidia mL™, respectively in the fourth day. The Beauveria bassiana isolate CCB-LE
262 (Bb SENASA) was found to be efficient in the control of D. juno, hence showing a high

potential as a biological control agent.
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Introduccion.

El maracuya (Passiflora edulis Sims) es una planta
trepadora y originaria de la Amazonia brasilefia, que
se cultiva ampliamente en paises tropicales y
subtropicales. Esta planta tiene problemas en la
polinizacion, dependiendo de insectos como abejas y
abejorros para polinizarse. Otro factor adverso son las
plagas entre las que se mencionan: moscas de la fruta,
Anastrepha spp. y Ceratitis capitata (Wied.);
pulgones Myzus persicae (Sulzer) y Aphis gossypii
Glover; al acaro Tetranychus y a los lepidopteros
Dione juno (Cramer) y Agraulis vanillae (L.). De
todos ellos D. juno llamado “gusano defoliador del
maracuya” es la mas importante, defolia parcial o
totalmente la planta y en consecuencia ocasiona
pérdidas en la produccion. Esta plaga se distribuye en
EEUU, Las Antillas, Guyana, Surinam y en América
del Sur, desde Colombia hasta Argentina (Toledo,

1991). Las larvas de D. juno son negras con grandes
verrucas que le dan una apariencia espinosa y
desagradable, tiene 5 estadios y en todos ellos
mantiene un comportamiento gregario. Cada estadio
dura en promedio 4 dias, por lo que completa su
desarrollo larval entre 19 a 27 dias, a una temperatura
promedio de 25°C; los adultos son mariposas de alas
anaranjadas con margenes 0scuros que oviponen en
promedio unos 70-150 huevos por postura,
completandose su ciclo bioldgico en
aproximadamente 38 a 42 dias (Gallo et al,. 2002;
Molina-Moreira & Arias De Ldpez, 2006).

En el control quimico a esta plaga, se recomienda
Malathion 57% (400cc/cilindro de agua) el cual es
efectivo pero afecta seriamente a los polinizadores y
con ello la produccion de frutos. Dentro del control
biolégico, se recomienda a Bacillus thuringiensis
(300g/h), y VPN-Dione (2LE/l de agua), pero no se
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menciona ninguna especie de hongo entomopatogeno,
lo cual Illama la atencién, considerando que estos
bioplagucidas son responsables de muchos éxitos en el
control biolégico, como lo es Beauveria bassiana, una
especie que es producida en muchos paises y que esta
asociada precisamente al control de lepidopteros y
coleopteros.

B. bassiana, al igual que otros hongos
entomopatogenos, antes de matar a su hospedero le
causa sintomas importantes como son: pérdida de
sensibilidad, falta de coordinacion, letargo,
inapetencia, melanizacion y paralisis. Con la muerte
del insecto, el beneficio se incrementa pues la
esporulacion y posterior dispersion del hongo, permite
un control mas alla de la aplicaciéon (Estrada et al.,
1997; Vargas, 2003; Malpartida, 2004).

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, se realiz6
el presente ensayo, con el fin de estudiar una cepa
comercial de B. bassiana en el control de larvas de D.
juno, evaluando su patogenicidad, sintomatologia,
efecto en la alimentacion vy caracterizacion
morfoldgica, ademas de determinar la CLso y Clugs,
Estableciendo de esta manera si constituye o no, una
alternativa eficiente de control biolégico del “gusano
defoliador del maracuya”.

Materiales y métodos.

Insecto —Plaga. Se colectaron larvas del 3er estadio
de D. juno de una planta de maracuya ubicada en los
alrededores de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Esta planta
de naturaleza ornamental, no registraba ninguna
aplicacion de bioplaguicidas ni ningn otro
plaguicida. Las larvas colectadas fueron colocadas en
tapers ventilados y llevadas al laboratorio de Sanidad
de la Municipalidad de Miraflores, donde fueron
evaluadas, siendo seleccionadas para el ensayo
aquellas que mostraron mayor actividad y capacidad
de alimentacion (Figura 1). El laboratorio en mencidn,
durante todo el ensayo registr6 una temperatura
promedio de 22+/- 1°C y una humedad entre 60-70%
de humedad relativa.

Figura 1. Larvas de Dione juno del tercer estadio,
seleccionadas para el ensayo.
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Cepa de B. bassiana. La cepa seleccionada (cédigo
CCB-LE 262) fue proporcionada por el Servicio
Nacional de Sanidad Agraria del Perd (SENASA) a
partir de su produccion comercial, que utiliza arroz
como sustrato de crecimiento, identificAndose por lo
tanto a la cepa como Bb-SENASA.

Pruebas de Patogenicidad, evaluacion de la
sintomatologia y alimentacion. Se sigui6 el siguiente
procedimiento tomado de Gonzélez et al., 1993 y
Bustillo & Marin, 2002, con algunas modificaciones:
1. Las larvas colectadas se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 0.5% y luego se
enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril,
antes de secarlas en papel toalla estéril. Se
escogieron 125 larvas activas y se colocaron en
grupos de 25 individuos en placas estériles de 50
mL.

De la presentacion comercial de B. bassiana, se
prepard una solucion madre del 10° conidias mL™*
adicionado a la misma 1 gota del tween al 0.1%
como agente dispersante. A partir de esta solucion
se prepararon 3 concentraciones seriadas con un
factor de dilucién 0.1, para obtener: 105, 107 y
108 conidias mL™* a las que se identificd como T1,
T2y T3, respectivamente.

Las larvas desinfectadas se inocularon por
inmersion durante 2 minutos en 10 mL., de cada
una de las concentraciones preparadas (T1, T2 y
T3). Luego las larvas fueron colocadas sobre
papel toalla, para eliminar el exceso de humedad
y trasferidas en grupos de 5 individuos a placas
petri, acondicionadas con un disco de papel filtro
e identificadas con el cddigo de la concentracion.
(25 larvas por tratamiento)

Para el testigo se emplearon larvas a las que se le
aplico la misma metodologia, pero usando una
solucion de agua destilada estéril con 1 gota de
tween al 0.1%.

Como alimento, se colocd en cada placa, discos
de 2cm. de diametro de hojas de maracuya de la
planta hospedera, previamente lavadas vy
desinfectadas. EIl recambio se hizo en forma
diaria o antes si eran totalmente consumidas.

Las observaciones fueron 2 veces al dia y a la
misma hora, evaluandose los sintomas como el
color y alimentacién de la larva. Este altimo
parametro, se determiné midiendo el area foliar
consumida, mediante calculo diferencial entre el
area foliar inicial y el area foliar remanente
después del consumo. El consumo diario
promedio por larva fue determinado dividiendo el
consumo total diario entre el nimero de
individuos vivos.

La mortalidad se determind por la ausencia de
movimiento de la larva al ser tocada, con un
hisopo estéril. Para confirmar el agente causal, los
insectos muertos se colocaron en placas petri con
papel hiumedo con 5 gotas de agua estéril y
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dejadas en camara oscura hasta la emergencia del

hongo.

El  diseflo  experimental utilizado  fue
completamente al azar, empleandose 25 insectos por
tratamiento, con 5 repeticiones. Los tratamientos
fueron las 3 concentraciones y 1 testigo sin aplicacion.
La mortalidad de las larvas de D. juno se expresd
como porcentaje de mortalidad y con los resultados de
cada repeticion se calculé la mortalidad total y se
corrigio con arcoseno para cumplir con los supuestos
de normalidad y homogenidad de la varianza (Little &
Jackson, 1989). Posteriormente estos datos fueron
sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) y
prueba de Duncan (P < 0.05) (SAS Institute, 1989).
Finalmente se realizd el andlisis Probit (CIPSTAT,
2006), para calcular la CLsy y CLgs de la poblacion a
través de la ecuacion de regresion.

Caracterizacion fisioldgica de la cepa Bb-
SENASA. Es una indicacion primordial realizar
controles sobre las propiedades de los hongos
entomopatégenos comerciales, que aseguren un
producto de méaxima eficacia en condiciones de
campo (Vélez et al.,1997; Carballo, 1998). Por ello,
como parte del ensayo y para comprobar las
propiedades de la cepa, se evaluaron 2
caracteristicas  fisiolégicas: crecimiento
radial y porcentaje de germinacion,
empleando el medio Agar Sabouraud
Dextrosa (SDA) y siguiendo la
metodologia de Varela & Morales (1996) y
Vélez et al. (2000):

1. Crecimiento Radial. Para determinar el
crecimiento radial, se sembraron 10 ul
de la concentracion 107 conidias mL*
en el centro de placas petri con medio
SDA. Todas las placas se mantuvieron
en camara de incubacién a 20°C, por 10
dias. La medicion con regla
milimetrada, se hizo en forma diaria, a
partir del 2do dia de siembra,
determinandose el crecimiento radial,
sobre la longitud de 2 didmetros
perpendiculares y promediando las 2 mediciones.
Adicionalmente, se determiné la tasa diaria de
crecimiento radial (TDCR) al promediar las
diferencias de la longitud radial entre las
mediciones consecutivas y los dias de ensayo.

Porcentaje de Germinacion. Para determinar el
porcentaje de germinacion, se sembraron 5 ul. de
la concentracion 108conidias mL™, en el centro de
placas con medio SDA, dejandose en incubacion
a 20°C por 24 horas, luego del cual, se afiadio a
cada placa gotas de azul de lactofenol para
detener la germinacion y permitir ver las conidias
por contraste al microscopio. El sector del agar
con la alicuota fue cortado y colocado en un
portaobjeto y posteriormente cubierto con un
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cubreobjetos para su observacion. El porcentaje

de germinacién se midié mediante la férmula:

% G = (N° conidias germinadas / N° total de
conidias) x 100

Resultados y discusion.

Patogenicidad, Sintomatologia y Alimentacion. El
ensayo fue evaluado hasta el 6to dia (Figura 2), sin
embargo para la obtencién de la CLsp y demaés analisis
estadistico, los tratamientos fueron comparados al 4to
dia de la inoculacién (antes del llegar al 100% de
mortalidad). En la Tabla 1, se presentan, los
porcentajes de mortalidad obtenidos en el ensayo, para
el testigo y los demas tratamientos, asi como el
andlisis estadistico que establece la separacion entre
medias y que sefiala diferencias significativas (P<
0.05) entre los tratamientos.

De acuerdo a los resultados, se observa que entre
todos los tratamientos hubo diferencias entre si y con
el testigo, ademas de que este Gltimo no registrd
ninguna mortalidad mientras dur6 el ensayo.
Observamos también que la mortalidad en los 3
tratamientos fue directamente proporcional a la

Figura 2. Mortalidad acumulada de larvas de Dione juno de
acuerdo a la concentracion empleada.

Tabla 1. Mortalidad y valores de significancia
estadistica en larvas de Dione juno, al 4to.dia
después de ser inoculadas con Beauveria bassiana
(Bh SENASA).

Tratamiento Concentracion de Mortalidad (%)

conidias mL*
T1 108 20.0b
T2 107 48.0c
T3 108 84.0d
Testigo 0 00a

Los valores promedios de mortalidad seguidos por una
misma letra no son significativamente diferentes (prueba
de Duncan, P < 0.05).

concentracion de conidias, siendo que al 4to dia, el T3
fue el mas efectivo, con un 84% de mortalidad que
lleg6 al 100% un dia después. La curva de mortalidad
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a través del tiempo, originada a dicha concentracion
fue diferente a las producidas por las concentraciones
de 107 y 10 conidias mL™, con las que se alcanzo el
48 y 20 % de mortalidad respectivamente al 4to dia y
60 y 32% % en el 5to dia posterior a la inoculacion.
Estos resultados son cercanos a los obtenidos por otros
autores, en otros lepidopteros, bajo similares
condiciones de laboratorio; asi  Solis-Soto et al.
(2006) a una concentracion de 2.4 x 108 conidias mL™,
obtuvieron una mortalidad del 93% en larvas de Cydia
pomonella L (Tortricidae), mientras que Quintana
(2000), con 108 conidias mL™, logré un 100% de
mortalidad en larvas de Rhyacionia buoliana Denis &
Schiff (Tortricidae). Por su parte Rodriguez et al.
(2006) con la misma concentracién obtuvieron al 4to
dia de inoculacién, cerca del 60% de mortalidad en
larvas del 3er estadio de Tuta absoluta Meyrick
(Gelechiidae), logrando en el 7mo dia, una mortalidad
del 80%.

Luego de la transformacion dosis mortalidad y
usando Probit se determiné que la CLso fue de 9.39 x
105conidias mLy la CLgs de 1.42 x 108conidias mL™,
con la ecuacion de la recta para Bb-SENASA, de y =
0.916 x — 1.387 (Figura 3). Estos valores también se
encuentran dentro de los obtenidos en trabajos
similares con otros lepidépteros, asi Gonzalez et al.
(1996), reportaron que una cepa de B. bassiana, tuvo
una CLso de 2.44 x 10° conidias mL™* sobre larvas del

Figura 3. Regresion Probit para la curva de
mortalidad de larvas de Dione juno inoculadas con
3 concentraciones de Beauveria bassiana (Bb
SENASA).

3er. estadio de Ecdytolopha torticornis (Tortricidae).
Fuentes & Carballo (1999) encontraron que para
Plutella xylostella (Plutellidae), la CLsoy CLgs fue de
2.2 x 105 y 5.1 x 107conidias mL™ respectivamente,
mientras que Solis-Soto et al. (2006), sefialan una
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CLso de 8.82 x 10 conidias mL* para C. pomonella y
Rodriguez et al. (2006) para T. absoluta obtuvieron
valores de 1.0 x 10** y 1.0 x 10”6 conidias mL™ para
la CLso y CLgs respectivamente.

Estos resultados demuestran la efectividad del
hongo B. bassiana sobre larvas de lepiddpteros y
sefialan a la concentracién de 108 conidias mL™, como
la de mayor efectividad para obtener resultados
certeros en la lucha bioldgica de plagas. Sin embargo
se debe tomar en cuenta que, la alta mortalidad
observada y los valores de CLsp y CLgs obtenidos en
condiciones de laboratorio, no siempre son los que se
obtienen bajo condiciones de campo, donde la
cantidad de conidias que logran llegar al insecto es
generalmente menor; por lo que para su aplicacion en
campo debe determinarse  previamente  su
concentracion.

En cuanto a la sintomatologia mostrada en nuestro
ensayo, no fue posible determinar la melanizacién ni
el letargo, que caracterizan a las larvas infestadas con
B. bassiana y que son reportadas por otros autores en
diferentes  hospederos  (Alves, 1998); debido
principalmente a que las larvas sanas de D. juno tienen
el tegumento muy oscuro y son evidentemente muy
lentas en sus movimientos.

En cuanto al efecto del hongo sobre la
alimentacion, si fue evidente observar la accion sobre
las larvas de D. juno, que a partir del 2do dia
disminuyeron considerable su apetito (Figura 4). De
tal manera que se observa una relacion inversamente

Figura 4. Larvas inoculadas de Dione juno,
demostrando disminucion en su alimentacion al
segundo dia (Concentracion 108 conidias mL™).

proporcional entre la concentracion empleada y el
consumo de hojas (Tabla 2). El testigo a diferencia de
los tratamientos, mantuvo una tendencia creciente, en
el consumo foliar, excepto en el 4to dia, en que
disminuy6, muy  posiblemente  debido, al
envejecimiento de las larvas.
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Tabla 2. Promedio del consumo foliar en 4 dias de larvas de
Dione juno inoculadas con 3 concentraciones diferentes de

Beauveria bassiana (Bb SENASA).

reacciones de defensa del hospedero,
destruyen la hemolinfa y nicleos de las
células.

Tratamiento  Concentracion ~ Consumo foliar (mm?)
conidias mL™! por dia
1 2 3 4
T1 108 418 312 274 126
T2 107 448 334 120 40
T3 108 412 210 10 0
Testigo 0 440 456 467 338

Todas las larvas muertas y mantenidas en

Promedio . , -
(cm) camara humeda, pregentaron mlcello entre el
segundo y tercer dia después de muertas,
2825 confirmando a la cepa Bb-SENASA, como el
2355 agente causal. Luego del cuarto dia se
158,0 observé la aparicion de conidios, que
425.3 cubrieron totalmente el cuerpo de cada larva

Tomando como patrén el consumo foliar del
testigo en un 100%, en la Figura 5, se visualiza la
tendencia lineal decreciente en los tres tratamientos.
Asi se puede observar que al siguiente dia de la
inoculacion, el consumo es casi el mismo, en todas las
larvas del ensayo; pero a partir del 2do se observa que
las larvas expuestas al tratamiento T3 presentan una
reduccidn significativa del consumo foliar, hasta en un
50% con respecto al testigo, mientras que al 4to dia,
ya no se registra alimentacion. Con respecto a las
demas concentraciones, también se observa un
marcado efecto del hongo, lo que ocasiona una
disminucion alimentaria que llega al 4to dia hasta 63%
y 82% en los tratamientos T1 y T2 respectivamente.
Esto demuestra que a mayor concentracién, mayor
efecto del hongo, lo que origina consecuentemente
mayor mortalidad.

Los resultados obtenidos son superiores a los
reportados por Tefera & Pringle (2003) quienes
reportaron que a una concentracion de 1x108 conidias
mL? de B. bassiana en larvas del segundo estadio de
Chilo partellus (Pyralidae), el consumo de alimentos
se redujo en un 70-85%, los mismos autores, sefialan
que esta reduccion es importante pues compensa la
accion lenta de los hongos en su efecto mortal sobre el
insecto. Ademas segin Alves, 1998, este menor
consumo de alimento, puede deberse a la produccion
de beauvericinas, que actian como inhibidoras de las
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Figura 6. Larvas muertas de Dione juno, se
observa también el nulo consumo foliar
(Concentracion 108 conidias mL™).

(Figura 6). Estas mismas caracteristicas han sido
reportadas para otros insectos por Alves (1998); De la
Rosa et al. (1997); Malpartida 2004 y Rodriguez et al.
(2006).

Caracterizacion _ fisiologica de la cepa Bb
SENASA: El crecimiento de las colonias de Bb-
SENASA, en la mayoria de las placas, fue expansivo
y muy homogéneo; en la Figura 7, se muestra el
crecimiento radial promedio hasta el dia 10, con una
esperada tendencia lineal conforme
avanzan los dias. En promedio, se
registra 35 mm de desarrollo radial, con

Tiempo (dias)

Figura 5. Promedio del consumo foliar en mm? de larvas de Dione
juno inoculadas con 3 concentraciones de Beauveria bassiana (Bb

SENASA) y el testigo.

80 una TDCR de 3.45 mm.dia™.
Estos datos son mayores a los reportados
60 por Elésegui & Elizondo (2010), quienes
en Agar Papa Dextrosa (PDA)
40 encontraron que una cepa de B.
bassiana, hasta el décimo dia registr6 un
20 crecimiento radial, menor a 25 mm., sin
0 embargo hay que considerar que estos

autores utilizaron una concentracion de
s6lo 10% conidias mL. Por su parte
Luna Rodriguez & Leucona (2002), en
medio Agar Papa Glucosa reportan que
la cepa Bb 142 de B. bassiana tuvo un
crecimiento radial de 36,8 mm., a los
nueve dias; estos autores, si emplearon
la misma concentracion de este ensayo,
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pero la alicuota de siembra fue de 3 mL.

P N w

Crecimiento radial (mm2)

<}
o vk N O W O A

5 6 10

Tiempo (dias)

Figura 7. Crecimiento radial de Beauveria bassiana
(Bb SENASA), (concentracion 107 conidias mL™)
sobre medio SDA, hasta el décimo dia de
incubacion.

La cepa Bb-SENASA, demostro un alto porcentaje
de germinacion, con un promedio de 94,5%, lo que
demuestra la alta viabilidad de sus conidias. Este valor
cumple con lo expresado por Velez et al. (1997),
quienes sefialan que una formulacion comercial debe
tener una germinacion superior al 85% en un tiempo
de incubacion de 24 horas, ya que al asperjar en
campo, el hongo debe tener un rapido efecto sobre la
poblacién del insecto que esta atacando y un corto
periodo de exposicion a condiciones ambientales.

Nuestros resultados también demostraron alta
similitud con los reportados por otros autores, para
diferentes medios de cultivo, superando todos ellos, el
90% de germinacion (Elosegui & Elizondo, 2010;
Echevarria, 2006).

Conclusiones.

En condiciones de laboratorio la cepa comercial
Bb-SENASA de Beauveria bassiana fue patogénica
para larvas de Dione juno en el 3er estadio,
alcanzando mortalidades del 100% con la
concentracion 108 conidias ml.L*, ademas presenta
alta capacidad para disminuir drasticamente el
consumo de alimentos al segundo dia de aplicacién.
La CLso obtenida para esta cepa, fue de 9,39 x 10°
conidias ml.L* y La CLgs fue de 1,42 x 108 conidias
ml.L. Estos valores son similares a los reportados
para el control de otros insectos, e indican que Dione
juno es susceptible de ser controlado por Beauveria
bassiana.

La caracterizacion fisiologica de la cepa Bb-
SENASA, indica que esta es una cepa de buena
calidad bioldgica, ya que presenta una germinacion
cercana al 100% ademas de tener un buen crecimiento
en medios de cultivos artificiales.

Los resultados de esta evaluacion, indican que B.
bassiana, es una agente de control bioldgico, que debe
ser considerado en un programa de manejo integrado
de D. juno, sobre todo si se tiene en cuenta las
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caracteristicas del tegumento, y el comportamiento
lento y gregario de esta plaga, que sin duda son
condiciones que favorecen el desarrollo y efecto del
hongo, en el campo. Sin embargo es recomendable
hacer ensayos previos, bajo condiciones de campo,
para determinar la concentracion méas optima, asf
como las condiciones ambientales mas favorables.
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