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ABSTRACT

Four native isolates of Beauveria bassiana were evaluated for food consumption and mortality over
time against adults of Asynonychus cervinus (Boh.) through inoculation at different concentrations
(0-108 conidia mL.-1). The results indicated that food intake of insects treated with B. bassiana
decreased linearly, reducing 70% consumption after 35 days. As to mortality, no differences were
observed among the four isolates, all were lethal for A. cervinus and the deadliness increased with
the concentrations of the isolate. From the mortality curves, the lethal concentrations LC, and
LC,, were calculated, and the best isolate (Qu-B299) had values of 1 x 1047 and 1 x 1083 conidia
mL1, respectively.
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RESUMEN

Se evalué el efecto de cuatro aislamientos nativos de Beauveria bassiana sobre el consumo de
alimento y la mortalidad a través del tiempo de adultos de Asynonychus cervinus, mediante
inmersién a distintas concentraciones de inéculo (0-108 conidias mL!). Los resultados indicaron
que los insectos tratados con B. bassiana redujeron el consumo de alimento en forma lineal,
disminuyendo en 70% su consumo a los 35 dias. En cuanto a la mortalidad, los cuatro aislamientos
no presentaron diferencias entre ellos, todos fueron letales para A. cervinus y la letalidad aument6
junto a las concentraciones de inéculo. A partir de las curvas de mortalidad se calcularon las
concentraciones letales CLg,y CL,, donde la mejor aislacién (Qu-B299) obtuvo valores de 1 x 1047
y 1 x 1083 conidias mL!, respectivamente.
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INTRODUCCION

1 capachito delos frutales, Asynonychus cervi-

nus Boheman (Coleoptera: Curculionidae), es
una especie polifaga y voraz consumidora de
plantas ornamentales, cultivos horticolas, diver-
sos frutales, cultivos industriales, anuales y
empastadas, entre otros (Prado, 1991; Lanteri et
al., 1994; Futch y Clayton, 1998).

El mayor dafio causado por A. cervinus es pro-
vocado durante el invierno, primaveray comien-
zos del verano, por las larvas que se alimentan
preferentemente de raicillas y tejidos radicales
externos, afectando la corteza y el floema de la
raiz principal. Las zonas dafiadas resultan mas
susceptibles a la contaminacion por patégenos
del suelo, y las plantas son mas sensibles a la
sequia y tienen un crecimiento anormal. Las
consecuencias pueden ser letales en plantas
jovenes, ya que al lesionar la raiz principal
provocan su muerte (Artigas, 1994; Loidconoy
Marvaldi, 1994).

Los adultos tienen hébito gregario en el follaje,
alimentdndose preferentemente de los mirgenes
de las hojas, brotes, tallos tiernos y flores, de-
jando zonas desprovistas de tejido en forma de
medias lunas. Aunque el dafio de los adultos se
puede considerar de menor importancia, la pre-
sencia de ejemplares en productos de exportacién
es causal de rechazo por tratarse de una plaga
cuarentenaria (Warren y Lyon, 1988; Artigas,
1994; Loidcono y Marvaldi, 1994).

Se han estudiado diversos métodos de control
para esta plaga, destacandose el uso de hongos
entomopatégenos como una estrategia de control
bioldgico. Entre las especies que se estan estu-
diando cabe destacar Beauveria bassiana, hongo
que pertenece ala Subdivision Deuteromycetes,
Orden Moniliales (Alves, 1998), el cual se en-
cuentracominmente parasitando insectos de los
6rdenes Lepidoptera, Coleoptera y Hemiptera
(Falcon, 1985; Tanada y Kaya, 1993; Humber,
1996; Alves, 1998). B. bassiana se caracteriza
por un micelio blanco alevemente coloreado, de
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apariencia polvorienta, conidiéforos simples,
irregularmente agrupados en racimos y cuya
parte superior tiene forma de zig-zag (Barnett y
Hunter, 1998).

Laexistenciade una coleccion chilena de hongos
entomopatogenos, en la cual se destacan aisla-
mientos de Beauveria spp. identificados previa-
mente como parasitos del capachito de los frutales
(France et al., 2000), constituye una alternativa
de control biolégico para esta plaga. Por consi-
guiente, esta investigacién planted los siguientes
objetivos: evaluar el consumo de alimento en los
adultos de A. cervinus inoculados con B. bassia-
na,determinar concentraciones letales de cuatro
aislamientos de B. bassiana en adultos del in-
secto, e identificar estos cuatro aislamientos a
nivel de especie.

MATERIALES Y METODOS

Adultos de A. cervinus fueron colectados en los
meses de marzo y abril de 1998 en un huerto de
frambuesas (Rubus idaeus L..) de cuatro afios de
edad, ubicado en la localidad de Parral, VII
Regién (36°7 lat. Sur; 71°49” long. Oeste). El
ensayo serealiz6 en el Centro Regional de Inves-
tigacién Quilamapu, dependiente del Instituto
de Investigaciones Agropecuarias, ubicadoenla
ciudad de Chillan. Los adultos se mantuvieron
en unacamaradeincubaciéna 18 °Cy oscuridad
y dentro de cajas plasticas con poliestireno de
baja densidad como sustrato inerte, se alimenta-
ron con hojas y brotes de frambuesas desinfec-
tados con hipoclorito de sodio al 0,05% por 1
min y posteriormente lavados con agua destilada
estéril. El alimento se suministré diariamente ad
libitum.

Para el estudio de la concentracion letal del 50
y 90% delapoblacion (CLg,y CL,), se utilizaron
cuatro aislamientos de Beauveria bassiana (Cua-
dro 1) seleccionadas por su mayor letalidad a
larvas de A. cervinus (France et al., 2000). Los
aislamientos fueron multiplicados en placas Petri
con agar Sabouraud (AS); una vez cubiertas las
placas con el hongo se colectaron las conidias y
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se prepararon concentraciones de 104, 105, 109,
107y 108 conidias mL-!, en agua destilada estéril
mas 0,1% de humectante (Tween 20); también
se incluyé como testigo agua destilada estéril
con el humectante. En cada tratamiento se sumer-
gieron cinco adultos de A. cervinus por 3 s,
luego fueron incubados dentro de cajas plasticas

- con papel absorbente humedecido, y mantenidos
en camaras con temperatura de 18 °C en oscuri-
dad (Butt y Goettel, 2000). El comportamiento
de los individuos y 1a mortalidad se evalué dia-
riamente, mediante incubacién de los cadaveres
en cAmaras himedas, el consumo de alimento
fue medido mediante el forrajeo de brotes de
frambuesa desinfectados como se describid enel
parrafo anterior. Diariamente se reemplazé el
alimento por brotes frescos, y cada cinco dias se
midid la diferencia entre la cantidad proporcio-
naday el remanente de alimento a las 24 h como
peso himedo.

Para identificar los cuatro aistamientos de Beau-
veria anivel de especie, se realizaron 50 medicio-
nes de conidias y conidiéforos, junto con observar
las caracteristicas de las colonias en medio AS
(Lecuona, 1996).

Eldisefio del experimento fue completamente al
azar con cuatro repeticiones. Los resultados de
mortalidad obtenidos a diferentes concentracio-
nes de indculo fueron sometidos a anélisis probit
einterpolacién desde la curva para el calculo de
la CLy, y CL,,. El efecto de distintas concen-
traciones de in6culo sobre la mortalidad, fue

evaluado el dia que en que el primer aislamiento
alcanz6 95% de mortalidad. El consumo de ali-
mento de los insectos tratados con diferentes
aislamientos fue medido en forma acumulativa
sobre lamisma unidad experimental, por lo cual
fueron analizados como observaciones correla-
cionadas que perdieron su independencia, impi-
diendo el anélisis probit. En reemplazo se utiliz6
la distribucién de Weibull, funcién que describe
la tendencia a través del tiempo para datos co-
rrelacionados (Marcus e Eaves, 2000), calculan-
dose el tiempo paraalcanzar el 50% del consumo
(TAy,) y susrespectivos intervalos de confianza.

La comparacién entre las curvas de mortalidad
para las diferentes concentraciones de inéculo,
serealizo mediante un analisis de varianzade las
pendientes de las regresiones obtenidas de cada
repeticidn. El tratamiento testigo no se incluy6
en el andlisis de varianza, debido a que no pre-
senté mortalidad durante el tiempo que dur6 el
ensayo. Los andlisis se realizaron con el progra-
ma estadistico Minitab 13 (Minitab Inc., State
Collage, Pennsilvania, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros sintomas que presentaron los adul-
tos de A. cervinus tratados con los cuatro aisla-
mientos de Beauveria, fueron el menor consumo
de alimento y disminucién de sus movimientos.
Esto pudo deberse a que este hongo se caracteriza
por producir toxinas, tales como bassianolide y
beauvericinas, que actiian como inhibidoras de

Cuadro 1. Origen de los aislamientos de Beauveria bassiana utilizados en los ensayos
Table 1. Origin of the Beauveria bassiana isolates used in the experiment

Aislamiento Lugar Localidad Coordenadas
geograficas
(lat. Sur; long. Oeste)
Qu-B179 Pumanzano Chiloé, X Region 41°53’; 73°45’
Qu-B299 Lago Chungara Arica, I Regi6én 18°15°; 69°13°
Qu-B314 Santa Lucia Alto Yungay, VIII Regién 37°06°; 72°00°
Qu-B323 Rio Chaca Arica, I Region 18°18’; 70°11°
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las reacciones de defensa del hospedero, destru-
yenlahemolinfay nécleos de las células (Tanada
y Kaya, 1993; Lecuona, 1996; Alves, 1998).

El consumo de alimento de los insectos tratados
con la concentracion de 105 conidias mL-! de
Beauveria (concentracion equivalente al CLs)
mostré una tendencia lineal decreciente para los
cuatro aislamientos seleccionados (Figura 1).
Esta disminucién se hizo estadisticamente dife-
rente (P <0,05), con respecto al testigo, al cabo
de 10 dias postinoculacion. Luego de 35 dias
postinoculacién, las diferencias entre el trata-
miento testigo y aquellas inoculadas con Beauve-
ria fueron en promedio 70% menos de consumo
de alimento (Figura 1). El 50% de disminucién
en el consumo de alimento (TA4,) se alcanzé
aproximadamente a los 20 dias de tratados los
insectos, incluido el testigo, sin embargo, el con-
sumo promedio al tiempo TA4, (CA,p) fuenoto-
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riamente diferente entre el testigo y los insectos
tratados con B. bassiana, los que disminuyeron
en promedio 58% su consumo diario de alimento
(Cuadro 2). Elmodelo de Weibull indicé que no
existieron diferencias entre los aislamientos de
B. bassiana, pero si con el testigo, el cual fue el
Gnico tratamiento que no traslapé sus limites de
confianza (95%). La disminucién del consumo
de alimento en el tratamiento testigo se debid,
probablemente, al envejecimiento de los insectos,
yaque el testigo no presentd mortalidad durante
el ensayo.

El menor consumo de alimento pudo deberse al
dafio que causa Beauveria, tanto en el sistema
circulatorio como en el digestivo. En el primero,
Beauveria puede utilizar la hemolinfa como
substrato, la que representa de 10 a 40% del
pesodelamayoria delos insectos. En el sistema
digestivo se producen problemas tales como
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Figura 1. Consumo promedio de hojas de frambuesa (peso hiimedo) a través del tiempo por adulto de Asynonychus

cervinus tratado con 10° conidias mL-! de Beauveria bassiana. Aislamientos Qu-B179, Qu-B299, Qu-B314

Qu-B323 y Testigo.

k4

Figure 1. Average fresh raspberry leaf consumption (fresh weight) over time per adult of Asyronychus cervinus
treated with Beauveria bassiana (105 conidia mL-!). Isolates Qu-B179, Qu-B299, Qu-B314, Qu-B323 and

Control.
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Cuadro 2. Tiempo para alcanzar el 50% de consumo de alimentos (TA,), consumo diario de alimento
al tiempo TA, (CA,) y limites de confianza para CA,, de Asynonychus cervinus tratados con dife-
rentes aislamientos de Beauveria bassiana

Table 2. Time to reach 50% of food consumption (TA,), daily food consumption at TA,, time (CA,),
and upper and lower confidence limits for the CA_, of Asynonychus cervinus treated with different
Beauveria bassiana isolates

Aislamiento TA;, CA, Limites de confianza (95%)
(dias) (g d?
Superior Inferior

Testigo 19,23 0,20 0,19 0,21
Qu-B179 20,11 0,08 0,06 0,11
Qu-B299 21,34 0,09 , 0,06 0,15
Qu-B314 21,05 0,08 0,05 0,12
Qu-B323 20,99 0,09 0,06 0,13
regurgitacién, diarreas y pérdida de apetito. el analisis de las pendientes indic6 que no exis-
Otro efecto se presenta en el sistema respiratorio, tieron diferencias estadisticas entre los distintos
donde se obstruyen los espiraculos del insecto, aislamientos (Cuadro 3).
lo que causa un aumento del consumo de energia
para mantener la tasa de respiracion (Alves, Todos los adultos muertos e incubados en camara
1998). himeda presentaron signos del hongo luego de

72 h, los que se manifestaron a través de un
Para evaluar el porcentaje de mortalidad a dis- micelio blanco algodonoso emergido a través de
tintas concentraciones de inéculo, se utilizaron la unién de los élitros. Transcurridos cinco dias
los resultados del dia 35 postinoculacién, debido de muertos se observé esporulacién a través de
a que fue el primer dia que se alcanzo 95% de conidi6foros que cubrieron totalmente la superfi-
mortalidad con uno de los tratamientos (108 co- cie corporal de cada insecto parasitado, los cua-
nidias mL-! de Qu-B179). Los cuatro aislamien- les fueron semejantes al de los aislamientos de
tos estudiados mostraron una tendencia lineal Beauveria inoculados. Estos signos fueron simi-
respecto ala mortalidad, la cual fue directamente lares a lo observado por otros autores y para di-
proporcional alaconcentracién de in6culo (Figu- ferentes hospederos (Vasicek etal., 1995; Alves,
ra2). Ademas, estos aislamientos no mostraron 1998).
diferencias (P < 0,05) entre ellos en cuanto a
mortalidad inicial y tasas de mortalidad. El En estudios similares realizados en condiciones
testigo no presentd mortalidad mientras duré el de laboratorio con coledpteros (Vasicek et al.,
experimento. 1995), seencontr6 92% de mortalidad de insectos

tratados con B. bassiana en concentracién de
Utilizando las regresiones de la Figura 2, se 2,3 x 108 conidias mL-!. Gerding et al. (2000)
obtuvieron como resultado valores promedios encontraron resultados similares con aislamien-
parala CLg,entre 1 x 108y 1 x 1032 conidias tos chilenos de Metarhizium para el control de
mL-! para los cuatro aislamientos, en tanto la Otiorhynchus sulcatus (gorgojo de la frutilla),
CL,, requirié entre 1 x 1083y 1 x 10%2 conidias donde la CL fluctué entre 6,5 y 7,9 conidias
mL-! (Cuadro 3). El aislamiento Qu-B299 requi- mL-!. Esta alta mortalidad observada en condi-
ri6 la menor concentracién de in6culo para eli- ciones delaboratorio, no siempre es equivalente

minar 50% de la poblacién tratada. Sin embargo, alaobtenidaen condiciones de campo, donde la
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Figura 2. Mortalidad de adultos de Asynonychus cervinus 35 dias después de tratados con distintas concentraciones
de Beauveria bassiana. Aislamientos Qu-B179, Qu-B299, Qu-B314 y Qu-B323.

Figure 2. Mortality of Asynonychus cervinus adults 35 days after treatment with distinct concentrations of
Beauveria bassiana. Isolates Qu-B179, Qu-B299, Qu-B314 and Qu-B323.

Cuadro 3. Pendiente de las regresiones de mortalidad por concentracién, y concentraciones letales de
cuatro aislamientos de Beauveria bassiana para matar el 50 (CL,) y 90% (CL,,) de la poblacién de
Asynonychus cervinus

Table 3. Regression slope of mortality by concentration, and lethal concentration of four Beauveria
bassiana isolates to kill 50 (CL,) and 90% (CL,,) of Asynonychus cervinus population

Aislamiento Pendiente’ CLg, CLg,

log (conidias mL1) log (conidias mL1)
Qu-B179 11,25 NS 5,18 (+2,23)! 8,85
Qu-B299 10,80 4,69 (+1,67) 8,31
Qu-B314 9,10 4,76 (£ 0,67) 9,16
Qu-B323 10,06 5,14 (£ 0,90) 8,69

'Los valores de pendientes corresponden a porcentaje de mortalidad por log (concentraci6n).
CL, evaluado al dia 35 postinoculacién.

Valores entre paréntesis indican intervalos de confianza de CLg, (P < 0,05).

NS: no significativo.

cantidad de in6culo que atrapa el insecto es me- Los cuatro aislamientos fueron identificados co-
nor; ademaés influyen las condiciones meteoro- mo B. bassiana, las dimensiones de sus coni-
I6gicas (Alves, 1998). dias fluctuaron en promedio entre 2,32 y 2,42

um de largo, y 2,00 a 2,20 um de ancho,

|
i
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mientras que los conidi6foros fueron simples, de
base globosa, irregularmente agrupados en raci-
mos, cuyas mediciones variaron entre 8,20 a
9,20 pm para la parte més ancha del conidi6foro.
La parte superior del conidi6foro o raquis pre-
senté forma de zig-zag, con un largo de 4,00 a
5,35 um para los distintos aislamientos (Cuadro
4). Estas medidas junto con las caracteristicas
macroscépicas de las colonias, tales como creci-
.miento circular formando anillos concéntricos,
la presencia de un micelio compacto, rastrero,
de apariencia polvorienta y de color blanco a
levemente rosado, fueron semejantes a las men-
cionadas en las claves de Samson et al. (1988),
Humber (1996) y Barnett y Hunter (1998) para
B. bassiana.

Cabe destacar que la temperatura de incubacién
en los ensayos fue de 18 °C, obteniéndose altos
porcentajes de mortalidad. Sin embargo, Alves
(1998) sefial6 que la temperatura 6ptima para el

crecimiento de Beauveria variaentre 23 y 28 °C,
lo que podria indicar que con temperaturas més
altas que las del ensayo se podrian obtener dife-
rentes resultados respecto a la CLy, y CLy, ya
que se favoreceriala germinacién y crecimiento
del hongo. Sin embargo, también es util contar
con aislamientos patogénicos a bajas temperatu-
ras, lo que permitiria su uso en las condiciones
maés frias del sur de Chile.

Los resultados de este trabajo pueden ser de
utilidad para implementar un sistema de control
biolégico de esta plaga, que ha venido adquirien-
do mayor importancia en los cultivos y planta-
ciones frutales de la zona centrosur y sur de
Chile. Sin embargo, nuevas pruebas deben ser
realizadas en condiciones de campo para esta-
blecer concentraciones 6ptimas y las condiciones
en las cuales pueden ser diseminados estos hongos
benéficos.

Cuadro 4. Dimensiones promedios (um) de conidias y conidiéforos de los cuatro aislamientos seleccio-

nados de Beauveria bassiana

Table 4. Average measurements (um) of conidia and conidiophore of the four selected Beauveria bassiana

isolates
Aislamiento Conidias Conidiéforo
Largo Ancho Base Largo

Qu-B179 2,42 (+ 0,49) 2,00 (+0,57) 8,95 (+ 3,84) 4,00 (+ 1,43)
Qu-B299 2,40 (£ 0,63) 2,20 (£ 0,59) 8,20 (+ 3,76) 4,70 (= 1,87)
Qu-B314 2,36 (£ 0,52) 2,00 (£ 0,41) 9,20 (£ 3,48) 4,40 (£ 1,86)
Qu-B323 2,32 (£ 0,59) 2,00 (% 0,49) 8,55 (£ 3,68) 5,35 (£ 2,14)

CONCLUSIONES 30% alos 10 dias y 70% a los 35 dias postino-

De acuerdo a los resultados obtenidos en las
pruebas de inoculacién, se puede concluir que
los cuatro aislamientos de Beauveria utilizados
fueron similares en su capacidad para disminuir
el consumo de alimentos de adultos de Asyno-
nychus cervinus. Comparados con insectos sin
inocular, estos aislamientos lograron disminuir
el consumo de brotes de frambuesa, en promedio,

culacién. Ademds, estas cuatro cepas produjeron
mortalidad de los adultos a tasas de 10% a medi-
da que se aumento6 en forma logaritmica la con-
centracién de indculo, lograndose CL, de 1 x
1047 conidias mL-! cuando se utilizé el aisla-
miento Qu-B299. Los cuatro aislamientos resul-
taron ser la especie Beauveria bassiana, de
acuerdo a su morfometria y caracteristicas de
crecimiento.
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