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Letalidad de hongos entomopatogenos sobre Dysdercus peruvianus
(Hemiptera: Pirrhocoridae)

Lethality of entomopathogenic fungi on Dysdercus peruvianus (Hemiptera:
Pyrrhocoridae)

Francesca Falconi, Aldo Flores y Pedro Castellanos

Resumen

Se evalud la patogenicidad y virulencia sobre Dysdercus peruvianus de una cepa de Acremonium y una de
Scopulariopsis, aisladas de adultos infectados de D. peruvianus procedentes de Mala, Provincia de Cariete.
También se evalu6 una cepa de Beauveria sp. aislada de Schistocerca piceifrons peruviana procedente de
Ayacucho. Los bioensayos se realizaron sobre ninfas del cuarto estadio de D. peruvianus y las concentraciones
empleadas fueron 3,7x108, 1,9x108, 9,4x10” conidias/mL para Beauveria sp., Acremonium sp.y Scopulariopsis
sp. respectivamente. Veinte dias posteriores al tratamiento, los mayores porcentajes de mortalidad los cau-
saron Beauveria sp. (83,3%) y Acremonium sp. (80%). Scopulariopsis sp. causo una mortalidad de 23,3%.
Acremonium sp. fue la cepa mas agresiva con un tiempo de letalidad (TL50) 3,8 dias.

Palabras clave: entomopatdgeno, Dysdercus, Beauveria, Acremonium, Scopulariopsis, arrebiatado.
Abstract

We assessed the pathogenicity and virulence on Dysdercus peruvianus with a strain of Acremonium and one
of Scopulariopsis isolated from infected adult D. peruvianus from Mala, Cafiete, south of Lima. A strain of
Beauveria sp., isolated from Schistocerca piceifrons peruviana from Ayacucho, was also evaluated. Bioassays
were conducted on the fourth instar nymphs of D. peruvianus, and the concentrations used were 3,7 x108, 1,9
x108, 9,4 x107 conidia / mL for Beauveria sp., Acremonium sp. and Scopulariopsis sp. respectively. At 20 days
after treatment, the highest mortality rates were caused by Beauveria sp. (83,3%) and Acremonium sp. (80%).
Scopulariopsis sp. caused a mortality of 23,3%. Acremonium sp. was the more aggressive strain with a lethal

time (LT50) of 3,8 days.

Keywords: entomopathogenic, Dysdercus, Beauveria, Acremonium, Scopulariopsis, cotton stainer.

Introduccion

Los hongos entomopatégenos causan una alta mortalidad
sobre sus hospederos (Lecuona et al. 2001, Thara et al. 2001,
Liu et al. 2002). Algunos como los del género Metarhizium
(Ascomycota), invaden directamente a su huésped a través de la
cuticula por lo que son ampliamente utilizados en el de control
biolégico (Lubeck et al. 2008). Se han estimado cerca de 700
especies de hongos entomopatégenos en aproximadamente 90
géneros. Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium e Isaria son
los géneros ficiles de producir en masa y comercializados para
control bioldgico. Sin embargo el grado de patogenicidad estd
en funcién de condiciones ambientales (Vega et al. 2009). El
cultivo del algodén sufre el ataque de muchas plagas, siendo
Dysdercus peruvianus Guérin-Méneville, 1831, el “arrebiatado”,
una de las mds comunes (Beingolea, 1973).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar tres cepas de hon-
gos: Beauveria sp. cepa PR-11 y dos hongos aislados de insectos
adultos de Dysdercus peruvianus.

Material y métodos

Crianza de los insectos.- Adultos de Dysdercus peruvianus
Guérin-Méneville, 1831 fueron recolectados de los cultivos de
algoddn de la localidad de Mala, Provincia de Cafiete, al sur
de Lima. Los insectos fueron mantenidos en envases con agua
y alimentados con semillas de algodén y hojas de mandarina.
Las semillas y el agua fueron renovadas cada 3 dias. Los huevos
de D. peruvianus fueron colocados sobre semillas de algodén y
recolectados cuidadosamente.

Aislamiento e identificacién de hongos.- Insectos adultos
recolectados en campo fueron mantenidos en cautiverio en
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infecciones latentes que pudieran traer del campo; muertos los
insectos, fueron sumergidos en una solucién de hipoclorito al 5%
por 1 minuto y luego se lavaron tres veces en agua destilada para
ser colocados en placas petri con algodén hiimedo. A partir de
estos ejemplares se aislaron cepas de hongos que se conservaron
en Agar Papa Dextrosa (APD) hasta su evaluacién entomocida.
Los hongos fueron identificados en base a sus caracteristicas
morfoldgicas segiin Egorova (1980) y Barnet y Hunter (1998).
Ademis se empled la cepa de Beauveria sp. PR-11 aislada de
Schistocerca piceifrons peruviana procedente de Ayacucho (Pa-
riona et al. 2007).

Multiplicacién de los hongos.- La suspensién de conidias
usadas como inoculo fueron obtenidas de los cultivos de 21 dias
de incubacidn, crecidas sobre frascos con APD en pico de flauta
a temperatura de laboratorio. Las conidias fueron cosechadas de
los frascos por raspado agregando una solucién estéril de agua
destilada con Tween 80 (0,1%). La concentracién del inoculo
fue calculada empleando la cimara de Neubauer.

Caracterizacion fisioldgica de las cepas.- La caracterizacién
fisiolégica se realizé mediante la evaluacién de produccién de
conidias y porcentaje de germinacién.

Para la produccién de conidias (esporulacién) se inocul6
10 pL de la solucién conidial con una concentracién de 107
conidias/mL en placas petri con APD disemindndose en toda la
superficie del medio con la ayuda de una espatula de Drigalsky
esterilizada. Luego fueron mantenidas a temperatura de labo-
ratorio durante 21 dias; se utilizaron cuatro repeticiones para
cada cepa. Transcurrido el tiempo se agregd una solucién de 10
mL de agua destilada con Tween 80 al 0,1% y se dispersaron los
conidios. Los conteos de conidios se realizaron en una cdmara
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El porcentaje de germinacién (viabilidad) se realiz6 en
placas petri conteniendo APD se marcaron 6 puntos en la super-
ficie externa inferior de la placa. Se tomaron 5 pL de diluciones
10 de cada cepa de hongo preparada para la prueba de conteo
de conidias (previa agitacién) y se depositaron en los puntos
marcados, a razén de 6 alicuotas por placa (cada alicuota es una
repeticién para cada cepa de hongo evaluado). Las muestras
fueron mantenidas a 22 °C, después de las 24 horas se agregd
azul de lactofenol para detener la germinacién y dar contraste a
las conidias. Cada sector de agar que contenia una alicuota fue
cortado y colocado en un portaobjeto y cubierto con un cubre-
objeto. El conteo se realiz6 en 5 campos para cada repeticién.

Bioensayos en Dysdercus peruvianus.- Los bioensayos con
ninfas del cuarto estadio de D. peruvianus fueron realizadas en
condiciones de laboratorio. La prueba de patogenicidad fue rea-
lizada por inmersién de 10 insectos en una suspensién conidial
(10® conidia/mL) por aproximadamente 5 segundos. Para todos
los tratamientos se empleo el mismo método de aplicacién con
tres repeticiones de 10 insectos. Los testigos fueron sumergidos
en una solucién de agua destilada estéril con Tween 80 al 0,1%.

El ensayo consistié de 4 tratamientos: (T1) PR-11, (T2)
DperMa052B, (T3) DperMa053M, (T4) testigo.

Luego del tratamiento las ninfas fueron transferidas indivi-
dualmente en un contenedor pldstico (20 mL) usando un pincel
fino. Cada envase fue tapado, y para proveer de ventilacién a
las ninfas se realizaron pequefos agujeros en las tapas de los
envases. Las ninfas fueron alimentadas con hojas de mandarina
y semillas de algodén. El alimento fue renovado cada 2 difas. La
mortalidad de las ninfas fue registrada diariamente durante 20
dfas. Las ninfas muertas fueron colocadas en cdmaras himedas
para facilitar el crecimiento de micelio, comprobdndose asi que
el individuo estaba infectado. Para el andlisis estadistico se utiliz6
un disefio completamente al azar, los datos obtenidos de morta-
lidad fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA), para
lo cual el porcentaje de individuos muertos fue transformado
al arcoseno. Posterior al andlisis de ANOVA se aplicé el test de
Duncan (p< 0,05) para comparar los promedios.

Tiempo de letalidad al 50 y 80% (LT50 y LT80).- En este
ensayo se determind el tiempo necesario para matar el 50% y
el 80% de cada poblacién ninfal experimental por medio de
una tabla de mortalidad acumulada diaria durante 20 dfas. Se
realizé un andlisis de varianza (ANOVA), compardndose los
promedios mediante la prueba de Tukey (diferencia de signifi-
cacién) (p<0,05).

Tasa de infeccién.- Se seleccionaron las ninfas muertas a lo
largo del experimento y se colocaron en cdmara himeda para
realizar un conteo de ninfas infectadas por el hongo y asi hallar
el porcentaje dentro de cada unidad experimental y tratamiento.
Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) a los datos obteni-
dos compardndose los promedios mediante la prueba de Tukey
(diferencia de significacién) (p<0,05). La tasa de infeccién deter-
miné el porcentaje de ninfas con confirmacién de esporulacién
(micosis) al final del experimento.

Resultados y discusion

Aislamiento e identificacién de cepas.- De las 50 cepas de
hongos aisladas, dos cepas fueron seleccionadas para evaluar su
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natural por posibles hongos entomopatégenos en los insectos
recolectados fue baja 9,8%. Esta baja frecuencia de infeccion
encontrada también fue reportada por Shah et al. (1997) quie-
nes sefialan que en la Republica de Benin (Africa) entre 1990 y
1992, se mantuvieron bajo cria masiva mds de 23000 insectos,
y se obtuvieron 79 aislamientos siendo 8 de ellos de B. bassiana
(0,03%) y 67 de Metharhizium flavoride (0,29 %).

Nuestros resultados permiten remarcar la presencia natural
de hongos entomopatégenos y la factibilidad de obtener cepas
fingicas, a partir de insectos aparentemente sanos. Es importante
destacar que los géneros Acremonium y Scopulariosis no fueron
reportados anteriormente en el Perd como entomopatdgenos y
se desconoce sobre su distribucién.

Conocidos hongos entomopatdgenos como Beauveria spp. y
Paecilomyces fumosoroseus no fueron aislados en nuestro trabajo, a
diferencia de Samson et al. (1984) que si encontraron B. bassiana
frecuentemente en insectos troglobios. Otro entomopatégeno
como Metarhizium anisopliae tampoco fue encontrado. Esta
especie solo tiene ocurrencia sobre coledpteros (Domsch et al.

1993).
Caracterizacién morfolégica de los hongos

Beauveria sp. cepa PR-11.- La cepa de Beauveria sp. pre-
sentd una colonia con micelios blancos de aspecto algodonoso
y supetficie semielevada. Se observé la formacion de sinemas re-
portadas por Vargas (2003) para Beauveria bassianay por Pariona
(2007) para Beauveria sp. En el cultivo produjo un pigmento de
color amarillo, que evidencié la produccién de la toxina Bauve-
ricina (Gémez 1998, Vargas 2003). También fueron observadas
células conidiéforas formando racimos, irregularmente densos.
El conidi6foro se forma desde una base hinchada adelgazdndose
hacia la porcién que sostiene la célula conididfora, la cual se
presenta en forma de zig — zag, las conidias se forman en cada
punto de flexién. Las conidias son hialinas, ovoides, globosas,
unicelulares y pequefias. Estas caracteristicas coinciden con las

descripciones de Gémez (1999) y Bustillos (2001).

Acremonium sp. cepa DperMa-052B.- Presentd una colonia
con micelios blancos de aspecto algodonoso y superficie elevada.
Produjo pigmentos de color lilidceo que se difundi6 en el medio.
Las hifas eran septadas, delicadas y hialinas, con conidiéforos
largos y delgados, que dan origen a microconidias hialinas, uni-
celulares y elipsoidales, reunidas en una cabezuela en el extremo
distal del conidiéforo; caracteristicas del género Acremonium.

Scopulariopsis sp. cepa DperMa-053M.- Este hongo
presenté una colonia con micelio marrén, superficie plana y
crecimiento moderado. Produjo un pigmento de color mostaza
que se difundié en el medio. Presenté condiéforos generalmente
ramificados o produciendo en el dpice racimos de conidias, de-
jando anelaciones en el extremo. Las conidias, llamadas en este
caso anelosporas, fueron hialinas, unicelulares, globosas con la
base truncada, producidas en cadenas basipetales.

Caracterizacién fisiolégica del hongo

Recuento de conidias.- Las tres cepas evaluadas presentaron
una alta produccién de conidias después de 21 dias de sembrado.
Las diferencias en la produccién de conidias de los tres hongos
evaluados fueron altamente significativas (ANOVA, p<0,05),
con valores mavores a 107 conidias/mL. La cepa de Beauveria
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mL, seguido de la cepa de Acremonium sp. DperMa-052B con
2,9x10® conidias/mL. El valor ms bajo lo presentd la cepa Sco-
pulariopsis sp. DperMa-053M con 2,2x107 conidias/mL. A partir
de estos resultados podriamos considerar a Beauveria sp. PR-11
como la cepa mds promisoria ya que en iguales condiciones de
temperatura, humedad y tiempo de incubacién produjo mayor
cantidad de conidias.

Los hongos evaluados presentaron valores altos de esporula-
cién con un porcentaje de 92,24% para Beauveria sp. PR-11,
95,12% para Acremonium sp. DperMa-052B y 94,90% para
Scopulariopsis sp. DperMa-053M. No se observaron diferencias
significativas entre los porcentajes de esporulacién (ANOVA,
p<0,05). Los porcentajes de germinacién obtenidos a las 24
horas coinciden con los valores considerados para el control de
calidad de hongos entomopatdégenos (85% en 24 h) sefialado
por Gémez (1998), para que al asperjar el hongo en el campo,
tenga un rdpido efecto sobre la plaga y un corto periodo de
exposicién a condiciones ambientales (Alean 2003).

Prueba de patogenicidad.- De los tres hongos evaluados, dos
produjeron porcentajes de mortalidad superiores al 50% sobre
las ninfas del cuarto estadio de D. peruvianus, con mortalidades
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—e— Beauveria sp. PR-11 ---#-- Acremonium sp. DperMa-052B

—a— Scopulariopsis sp. DperMa-052M  ++Q-- Testigo

Figura 1. Mortalidad diaria causada por las cepas de los hongos
evaluados sobre ninfas del 4 estadio de Dysdercus peruvianus.

promedio al finalizar el estudio de 83,3% para Beauveria sp. PR-
11y 80% para Acremonium sp. DpetMa-052B. Scopulariopsis sp.
DperMa-053M presenté una mortalidad baja sobre el insecto
que alcanzo solo el 23,3% de los insectos tratados (Fig. 1).

Al decimo dfa no se observaron diferencias significativas en
las mortalidades producidas por las tres cepas evaluadas. Al de-
cimoquinto dia las cepa Beauveria sp. PR-11 produjo el 56,67%
de mortalidad y Acremonium sp. DperMa-052B el 80%; siendo

significativamente diferentes a Scopulariopsis sp. DperMa-053M
que produjo sélo 16,67% de mortalidad, existiendo diferencias
significativas. Al finalizar el estudio los tres hongos presentaron
valores significativamente diferentes al testigo (Duncan, <0,05;
Tabla 1). No fue necesario aplicar la formula de Abbot para
corregir los datos de mortalidad acumulada debido a que no se
registro mortalidad en los testigos.

Teniendo en cuenta los resultados de porcentaje de mortali-
dad, la cepa Beauveria sp. PR-11 fue la mds virulenta sobre ninfas
de D. peruvianus ya que obtuvo un mayor valor. Este resultado
muestra una patogenicidad inespecifica del hongo, por no tener
una relacién con el hospedero de origen. Respecto a este hecho,
Feng et al. (1994) sefialan que en general cepas de B. bassiana,
tienden a mostrar gran virulencia sobre su hospedante original o
sobre especies cercanamente relacionadas, tal como lo reportado
por Romana y Fargues (1987), quienes observaron que solo las
cepas aisladas a partir de Hemiptera fueron altamente patdgenas
a Rhodnius prolixus. Sin embargo Moorhouse et al. (1993) sugie-
ren que la especificidad hospedero patégeno no es tan estricto;
esto explicaria los resultados de alta virulencia presentada por
la cepa heterdloga Beauveria sp. PR-11 aislada del ortéptero
Schistocerca peruviana sobre las ninfas de D. peruvianus, asi
como fue el caso de una cepa aislada del lepidéptero Diatraea
saccharalis que causé 97% de mortalidad sobre el hemiptero
Triatoma infestans (Klug) (Lecuona et al. 2001).

Los insectos muertos por el hongo Acremonium sp. DperMa-
052B presentaron una coloracién oscura causada posiblemente
por sustancias similares a la oosporeina, para el caso de infec-
ciones con Beauveria (Lecuona 1990, Khachatourians 1996). Al
realizar la cdmara hiimeda para determinar la tasa de infeccién
por el hongo la recuperacién no ocurrié sobre todos los caddve-
res. Por esta razén, no hubo una relacién proporcional entre los
porcentajes de mortalidad y esporulacién, lo que coincide con lo
observado en otras especies de insectos (Rodriguez et al. 2006),
resultando que la mortalidad por micosis (con confirmacién de
esporulacién) es menor a la mortalidad real (coloracién oscura).

Esta menor capacidad de esporulacién de Acremonium sp.
DperMa-052B podria indicar que la mortalidad fue causada
por la actividad de alguna sustancia fungica segregada durante
la fase de ligero crecimiento vegetativo (Jaronski 1997, Inglis
et al. 2001, Shah y Pell 2003) y que luego el hongo presenta
dificultades para atravesar el tegumento y emerger a la superficie
como pone de manifiesto el bajo porcentaje de insectos que
mostraron micosis. Esta caracteristica de una posible produccién
de toxinas, es interesante para su posterior investigacion en el
desarrollo de formulaciones de productos insecticidas. Es im-
portante sefialar que el hecho de no esporular no invalida a las
cepas para ser empleadas como bioinsecticidas (Luna Rodriguez
& Lecuona 2000). La baja mortalidad producida por el hongo

Tabla 1. Tasa de mortalidad total causadas por las cepas de Beauveria sp., Acremonium sp. y Scopulariopsis sp.

Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20
Tratamiento
% arcsen % arcsen % arcsen % arcsen
PR-11 43,33 0,72B 56,67 0,85B 66,67 0,95B 83,33 1,15C
DperMa-052B 56,67 0,85B 80,00 1,11B 80,00 1,11B 80,00 1,11C
DperMa-053M 6,67 0,26A 13,33 0,37AB 16,67 0,42A 23,33 0,50B
Testigo 0,00 0,00A 0,00 0,00A 0,00 0,00A 0,00 0,00A
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Tabla 2. Tiempo letal al 50 y 80% (TL50 y TL80) de la poblacion de
las cepas evaluadas

Tratamiento TL 50 TL 80
PR-11 5,6 19,2
DperMa-052B 3,8B 10

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

Scopulariopsis sp. sobre el arrebiatado plantea la necesidad de
utilizar concentraciones de conidias mds elevadas de este hongo
a fin de obtener una mayor virulencia. El ensayo realizado en el
presente estudio fue en condiciones de temperatura y humedad
de laboratorio, sin embargo los resultados obtenidos fueron sa-
tisfactorios; donde las cepas Beauveria sp. PR-11 y Acremonium
sp. DperMa-052B eliminaron al doceavo dia post tratamiento
entre 63 y 80% de la poblacién tratada, respectivamente con
concentraciones de 10® conidias/mL.

Letalidad al 50 y 80% de la poblacién (TL, y TL,).-
Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) a los hongos que
alcanzaron mortalidad mayor al 50% que fueron Beauveria
sp. PR-11 y Acremonium sp. DperMa-052B. En el andlisis de
varianza (ANOVA) el tiempo necesario para eliminar al 50%
de la poblacién es altamente significativo (p< 0,01). Siendo el
TL50 de 5,6 dias para Beauveria sp. PR-11 y de 3,8 dias para
Acremonium sp. DperMa-052B. Segtin el andlisis de Tukey la di-
ferencia entre las dos cepas es significativamente diferente, donde
la cepa Acremonium sp. DperMa-052B, mostré ser mds efectiva
actuando en menor tiempo (3,8 dias) en promedio (Tabla 2).

El tiempo necesario para eliminar el 80% de la poblacién
fue de 19,2 dias para Beauveria sp. PR-11 y de 10 dias para
Acremonium sp. No se pudo realizar un andlisis de varianza
(ANOVA) para el TL, debido a la falta de datos para el hongo
Acremonium sp. DperMa-052B en el que solo en una de las tres
repeticiones super6 el 80% (Tabla 2).

Se observaron diferencias respecto a la agresividad de las cepas
evaluadas, ya que cuando se determin el tiempo de letalidad
para el 50% (TL50) de la poblacién tratada, Acremonium sp.
necesit6 s6lo 3,8 dias, mientras que Beauveria sp. necesité de 5,6
dias. Asi mismo, el pico de mortalidad alcanzada por la cepa de
Acremonium sp. (80%) fue sélo al décimo dia post tratamiento,
mientras que Beauveria sp. obtuvo la mayor mortalidad (83,3%)
recién al vigésimo dfa post tratamiento. Esto demuestra que
la cepa evaluada de Acremonium sp. es mds agresiva que la de
Beauveria sp.; sin embargo, la cepa que presento mayor viru-
lencia fue el hongo Beauveria sp. si consideramos el porcentaje
de mortalidad alcanzada sobre D. peruvianus.

Tasa de infeccién.- La aparicién de micelio ocurri6 a partir
de las 48 horas de muerte del insecto al ser colocado en cdmara

Tabla 3. Tasa de infeccion de los hongos evaluados

himeda. Cuando el hongo esporulé en los caddveres de las ninfas
del arrebiatado, adquirieron un aspecto pulverulento. Segin el
andlisis de varianza (ANOVA), la variable ninfas infectadas pre-
sent6 valores altamente significativos (p<0,01) para Beauveria sp.
PR-11, mientras que para los hongos Acremonium sp. DperMa-
052By Scopulariopsis sp. DperMa-053M el valor de esta variable
fue significativo (p<0,05). Para la variable ninfas infectadas el
tratamiento Beauveria sp. PR-11 fue la que causo el mayor por-
centaje de ninfas infectadas (96,3%), siendo significativamente
diferente a los tratamientos Acremonium sp. DperMa-052B y
Scopulariopsis sp. DperMa-053M, en los que los porcentajes de
infeccién fueron de 37,14% y 33,3% respectivamente (Tabla 3).

La cepa de Beauveria sp. mostré una mayor capacidad de
esporulacién en comparacién a los otros dos hongos evaluados
sobre los caddveres de D. peuvianus, este comportamiento obser-
vado tiene una importancia practica para la aplicacion del hongo
como bioinsecticida ya que si las condiciones son apropiadas,
podria incrementar la densidad del propdgulo infectivo en el
campo, trasmitiendo el inéculo horizontalmente y prolongar el
tiempo de infeccién (Ayasse & Paxton 2002).
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