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RESUMEN

ABSTRACT

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 en el ambito econdémico, 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 utilizacion conjunta
se debe pasar por una etapa previa, imprescindible para establecer
los posibles efectos negativos de su interaccion mediante bioensayos
ecotoxicologicos. En este trabajo se evaluo la susceptibilidad de las
distintas fases de desarrollo del depredador C. exterior al hongo
entomopatdégeno B. bassiana en condiciones de laboratorio. Se utili-
zaron insectos obtenidos de una cria de laboratorio de C. exterior y
suspensiones a base de la cepa LBb-1 a las concentraciones de
1 x 107y 1 x 10® esporas - mL™. Los bioensayos se realizaron bajo
condiciones de temperatura de 25 + 1°C y humedad relativa del 80 +
2%. Los estados preimaginales del entoméfago fueron sumergidos
en las suspensiones, y los adultos se asperjaron. El parametro eva-
luado en los huevos fue su eclosién. En las larvas y los adultos la
mortalidad, y para los cocones la emersion de los adultos. Las sus-
pensiones conidiales del hongo no afectaron ninguna de las fases de
desarrollo del insecto, por lo que ambos controles biolégicos pue-
den utilizarse conjuntamente para el control de plagas agricolas en
los sistemas de produccion.

Palabras claves: Chrysopa exterior, Beauveria bassiana, susceptibi-
lidad, bioensayos ecotoxicolégicos

The use of biological control for reducing plagues of crops has exten-
ded in the whole country, due to the numerous advantages that it
brings in economic, ecological and social aspects. Diverse means
as entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
and the predator Chrysopa exterior Navas are used inside biological
control strategies. For the combined use it should pass through an
indispensable previous stage in order to establish the possible
negative effects of their interaction by means ecotoxicological studies.
In this way this work was realized to evaluate the different development
phases susceptibility of predator C. exterior to the entomopathogenic
fungus B. bassiana in ecotoxicological bioassays under laboratory
conditions. Insects obtained from a laboratory breeding of C. exterior
and suspensions of strain LBb-1 at concentrations of 1 x 107 and 1 x
108 spores - mL™ were used. Assays were made at temperature of 25
+ 1°C and 80 + 2% of relative humidity. Immature states of natural
enemies were submerged in suspensions and the adults were sprayed.
The parameter evaluated in eggs was its appearance, mortality was
evaluated in larvae, and adults emergency were evaluated in pupae.
LBb-1 strain suspensions did not affect any development phases of
insect, so both biological controls can be used together for agricultural
pest control in production systems.

Key words: Chrysopa exterior, Beauveria bassiana, susceptibility,
ecotoxicological bioassays

INTRODUCCION

La agricultura del nuevo milenio debe establecer nue-
vas alternativas de control que produzcan menor im-
pacto y riesgo ambiental, y que permitan reducir
significativamente el uso de plaguicidas sintéticos
[Hanseny Johnson, 1999; lannacone y Alvarifio, 2002].
El final del siglo XX, y lo que va del xx1, se han carac-
terizado por un fuerte apoyo a los esfuerzos de la pro-
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teccion del ambiente por varios sectores de todas las
sociedades, por lo que el control bioldgico tiene gran
importanciaen la reduccion de organismos indeseables
en el necesario equilibrio ambiental [Speciale, 2007].

El control bioldgico es, sin duda, una de las herramien-
tas principales que el hombre tiene para reducir las
poblaciones de artropodos plaga en los cultivos agrico-
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las. Esto se realiza mediante el uso de entomdéfagos y
entomopatdgenos, y esté considerado como una de las
estrategias fitosanitarias de mayor importancia en la
agricultura de Cuba [Mass6 y Gomez, 2008].

La mayor parte de los insectos depredadores utilizados
en programas de control biol6gico pertenecen a las fa-
milias Chrysopidae y Coccinellidae. La familia
Chrysopidae es la mas importante de todos los
depredadores del orden Neuroptera. Actualmente se
consideran agentes bioldgicos decisivos para el control
de plagas insectiles, y se ha difundido su utilizacién en
cultivos comerciales, invernaderos y jardines [Nufiez,
1988]. Este neurdptero —llamado cominmente alas de
encaje, mosca de ojos dorados o ledn de afidos— es un
controlador bioldgico promisorio en el manejo ecoldgico
e integrado de plagas. Las larvas son depredadores muy
voraces que se alimentan de cuerpos blandos de insec-
tos y aracnidos [Fonseca et al., 2000].

El hongo B. bassiana se ha 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 in-
sectos, su factibilidad de reproduccion en forma arte-
sanal y larentabilidad de su uso, este hongo represen-
ta una alternativa viable al utilizarse sin perjuicios al
medioambiente y sin efectos toxicos [Bateman, 1997].

Se ha demostrado que hay bioplaguicidas que presen-
tan efectos sobre biorreguladores de plagas. El estudio
de este aspecto es importante en cuanto a la conserva-
cion de la fauna benéfica [Vazquez, 2003]. El conoci-

Tabla 1. Variantes utilizadas

miento del efecto de los bioplaguicidas sobre la fauna
benéfica, y en especial sobre sus diferentes estados en
desarrollo, permitira evitar el uso de aquellos con
consecuencias negativas y fomentar el uso de los que
causen un menor impacto ecotoxicologico [lannacone y
Lamas, 2003]. Por estas razones se evalud la suscepti-
bilidad del depredador C. exterior, en todas sus fases de
desarrollo, al hongo entomopatdgeno B. bassiana en
condiciones de laboratorio, y se valoro la posibilidad
del uso conjunto de ambos en los sistemas de produc-
cion agricola.

MATERIALES Y METODOS

L os bioensayos fueron realizados en el Laboratorio de
Cria de Artrépodos Benéficos, del Grupo de Trabajo
de Tecnologias de Reproduccion de Medios Bioldgicos
y Artropodos Benéficos, perteneciente al Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal.

Se evaluo el efecto del hongo entomopatdgeno B. bas-
siana cepa LBb-1 sobre huevos, larvas y pupas del de-
predador C. exterior por el método de inmersion durante
55, y el efecto sobre adultos se evalud por el método de
aspersion [FAO, 1969], para lo cual se utilizaron sus-
pensiones del hongo preparadas con agua destilada y
Tween 80 a las concentraciones de 1 x 107 esporas-mL?y
1 x 108 esporas - mL™, y agua destilada solamente
para el caso del testigo (Tabla 1). Los bioensayos se
realizaron bajo condiciones controladas a una tem-
peratura de 25+ 1°Cy el 80 + 2% de humedad rela-
tiva.

Testigo

Aspersidn o inmersion en agua destilada

Tratamiento 1

Aspersion o inmersion en suspension a base de la cepa LBb-1 a
una concentracion de 1 x 107 esporas - mL-!

Tratamiento 2

Aspersidon o inmersion en suspension a base de la cepa LBb-1 a
una concentracion de 1 x 108 esporas - mL-!

Para medir el efecto que ejerce el hongo entomopatdogeno
B. bassiana sobre el desarrollo embrionario de C. exte-
rior se utilizaron huevos desfilamentados de 24 h de
puestos, los que se seleccionaron bajo un estereoscopio
para asegurar su buen estado. Las larvas utilizadas para
los bioensayos fueron de primer instar; se escogieron
cocones de 48 h de edad, y en los experimentos con adul-
tos se seleccionaron imagos con una semana de
emergidos.
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Para todos los estados de desarrollo las evaluaciones se
realizaron diariamente hasta que se observé el naci-
miento de la larva, en el caso de los huevos, para deter-
minar el porcentaje de eclosion y el tiempo en que
eclosionaron. Para las larvas y los adultos se registro la
mortalidad y el tiempo al cual murieron, y en ambos
casos los muertos se colocaron en camara humeda. Para
el caso de los cocones se observaron hasta la emergen-
cia de los adultos para medir el porcentaje de emer-
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sion. En todas las fases de desarrollo evaluadas se con-
tinuo la observacién del ciclo de vida de los insectos
hasta que fue completado.

Se realiz6 andlisis de varianza simple (ANOVA) y prueba
de significacion de Tukey para un nivel de significacion
del 5% (o = 0,05) por el programa Statistica version 6.

Se utilizo la escala de toxicidad a enemigos naturales
aplicada por la Organizacién Internacional parael Con-
trol Biologico e Integrado de los Animales y Plantas
perjudiciales para los cultivos (OILB) [Vifiuelaet al.,
1993] en ensayos residuales de laboratorio para la com-
paracion con los resultados.

Escala de toxicidad a enemigos naturales:

Categorial Inocuo (< 30%)
Categoria 2 Ligeramente toxico (30-79%)

Porcentaje
de eclosion
100 4

a0 4

60

40 4

20 1

Categoria3 Moderadamente toxico (80-99%)
Categoria4 Toxico (> 99%)

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de eclosion de los huevos de C. exterior con
las concentraciones del hongo entomopatdgeno B. bassiana
cepa LBb-1de 1 x 107 esporas- mLy 1 x 108 esporas - mL™*
fueron altos, con el 90 y el 85%, respectivamente, y no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el testigo, que fue del 90%.

El desarrollo embrionario de los huevos de C. exterior
con las dos concentraciones utilizadas no se vio afecta-
do. El tiempo de eclosion de los huevos oscilé entre cua-
troy seis dias. A los cuatro dias se inicio el nacimiento
de las larvas, y a los cinco se produjo la mayor eclosion
que continud hasta los seis dias (Fig. 1).

90a 90a
85a

[ATestigo
BLBb-1C 107
OLBb-1C 108

=117
sX = 0.03

1 dias 5 dias

6 dias

Periodo de evaluacion

Figura 1. Porcentaje de eclosion de huevos de C. exterior tratados con B. bassiana a

los diferentes dias de evaluados.

Al evaluar el efecto de suspensiones de B. bassiana a con-
centraciones entre 1 x 10* hasta 1 x 10® conidios . mL™
sobre huevos de Chrysoperla externa con 24 h de edad,
Amorim et al. (2005) determinaron que no hubo efecto
sobre la viabilidad en ninguna de las concentraciones
utilizadas, resultado que coincide con el obtenido en
esta investigacion.

En estudios de lannacone y Lamas (2002) para evaluar
el efecto de dos extractos botanicos (rotenona y
azadiractina) y un insecticida carbamico sobre huevos
del depredador C. externa en bioensayos ecotoxi-
coldgicos, determinaron que ninguno de los tres pro-
ductos a las dosis méximas utilizadas causaron efectos
negativos en el porcentaje de eclosion de huevos, lo que
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pudiera sugerir que la eclosion de huevos no es muy
afectada por productos biologicos, extractos botanicos
e insecticidas quimicos.

En los bioensayos del hongo entomopatogeno B. bas-
siana cepa LBb-1 realizados sobre larvas de primer ins-
tar de C. exterior, las concentraciones utilizadas provo-
caron mortalidades del 12 y 20%, y se observaron

Porcentaje
de mortalidad

30 7

CV% =99

EsX =0.02

CV% = 8.6

EsX = 0,02

20c

16b

10 4

Oa

72 horas

diferencias estadisticas significativas con respecto al
testigo, que no presentd mortalidad. A las 72 h de la
aplicacion, el tratamiento 1 present6 una mortalidad
baja, no diferente del testigo, no asi con el tratamiento 2,
que con el 16% si difirio de ambos. A las 96 h se obser-
varon mortalidades del 12% para el tratamiento 1y
del 20% parael 2, diferentes estadisticamente entre si
y respecto al testigo (Fig. 2).

[ Testigo
LBb-1 C. 107
CLBb-1C. 108 |

Periodo de evaluacion

Figura 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de C. exterior de primer instar tratadas con

B. bassianaalas 72 y 96 h de exposicién.

En bioensayos realizados en el laboratorio con B. bassia-
nay Paecilomyces fumosoroseus, Generoso (2002) veri-
fico que esos hongos eran selectivos a larvas de primer
y tercer instar de C. externa, ya que 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 C. exterior en bioensayos
ecotoxicoldgicos realizados en laboratorio, Garcia (2005)
reportd bajos porcentajes de mortalidad, entreel 10y
el 30%, con lo que confirmd la ausencia de patogenicidad
del hongo sobre este depredador.

Thungrabeab y Tongma (2007) realizaron experimen-
tos para conocer el efecto de los hongos entomopatdogenos
B. bassiana 'y Metarhizium anisopliae sobre los enemi-
gos naturales Coccinella septempunctata L., Chrysoperla
carnea (Stephens) y Dicyphus tamaninii Wagner, asi
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como también el insecto beneficioso de la tierra
Heteromurus nitidus Templeton. Se obtuvo que B. bas-
siana no resulto patogénico para los insectos evalua-
dos, ya que no presentaron mortalidad. Para el caso de
M. anisopliae solamente se registré mortalidad para
C. carneay D. tamaninii con el 4y el 10%, respectiva-
mente. En este estudio los autores sefialaron a B. bas-
sianay M. anisopliae como agentes de control biologi-
co 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 C. exterior se observo un alto porcentaje de
emersion de adultos entre el 80 y el 90% en los trata-
mientos después de los quince dias de la aplicacion, y
no se observaron diferencias estadisticas significativas
con respecto al testigo, que fue del 90% (Fig. 3).
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Porcentaje

i CV% = 11.9
de emersion

EsX = 0.04

8 4

60 4

10 4

Testigo

/4

LBb-1 C. 107

LBb-1 C. 108

Figura 3. Efecto que provoca el tratamiento de cocones de C. exterior
con B. bassiana en la emersion de los adultos a los quince dias de tratados.

lannacone y Lamas (2003) tambien evaluaron el efecto
toxicoldgico de extractos de dos plantas: molle (Schinus
molle) y lantana (Lantana camara) sobre pupas de C. ex-
terna en bioensayos realizados bajo condiciones de labora-
torio. Los extractos acuosos del molle y la lantana a
las concentraciones aplicadas no causaron efectos sig-
nificativos en la emergencia de pupas de C. externaen
ensayos de inmersion después de lecturas de ocho y vein-
tiin dias. Lo alcanzado por ellos es similar al obtenido
en esta investigacion con B. bassiana, y pudiera sugerir

Porcentaje
de mortalidad
20 -

CV% =53
EsX = 0,02

CV% =57
EsX =0.02

10a

1 <

a

que la fase de pupa es poco susceptible tanto a produc-
tos botanicos como biolégicos.

En los bioensayos con adultos de C. exterior, las con-
centraciones utilizadas provocaron mortalidades bajas
en ambos casos de un 10%, y no se observaron diferen-
cias estadisticas significativas a las 48, 72 y 96 h des-
pués de la aplicacion, en comparacion con el testigo que
no registro mortalidad (Fig. 4). En labusqueda, lain-
formacion encontrada referida al efecto de los produc-
tos bioldgicos sobre adultos del depredador fue escasa.

CV% =355
E=X = (.02

@ Testigo

{oa 108 @ LBb-1 C. 107

0O LEb-1 €. 108

ha

48 horas 72 horas

96 horas

Periodo de evaluacion

Figura 4. Mortalidad de adultos de C. exterior tratados con B. bassianaalas 48, 72y 96 h

de exposicion.
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Castillo et al. (2009) realizaron bioensayos de laborato-
rio con el objetivo de determinar si B. bassiana afecta-
ba al parasitoide de la broca del café (Phymastichus
coffea LaSalle). El principal efecto del hongo se obser-
vo en ladisminucion de la longevidad de los adultos y
en la mortalidad del 100% de los inmaduros del
parasitoide, cuando el hongo fue aplicado a sus hospe-
deros parasitados.

Otro estudio similar fue realizado por Vazquez (2002)
para determinar el efecto bioplaguicida de los hongos
Lecanicillium lecanii y B. bassiana sobre adultos de
Cotesia americanus (Lepeletier) (Hymenoptera:
Braconidae), parasitoide de la primavera de la yuca
(Erinnyisello L.), que reportd mortalidades del 95,1y
el 84,5%, respectivamente, entre los tres y cinco dias
posteriores al contacto con las superficies asperjadas
con los biopreparados. Esto demuestra que los hongos
entomopatogenos pueden ser patogénicos para
himenopteros parasitoides y ademas mostrar diferen-

tes niveles de patogenicidad sobre los insectos benéfi-
Cos, Y ser mas dafinos para unos que para otros.

De acuerdo con los resultados en los pardmetros eva-
luados en cada una de las fases de desarrollo del depre-
dador, se procedi6 a su comparacion con la escala de
toxicidad a enemigos naturales, aplicada por laOILB
[Vifiuela et al., 1993] para ensayos residuales de labo-
ratorio.

Estos resultados manifestaron que la mortalidad para la
fase de huevo estuvo entreel 10y el 15%; para las larvasel
12y el 20%, por lo que este estado de desarrollo inmaduro
resultd mas sensible al hongo entomopatdgeno, mostrando
los mas altos porcentajes. Los cocones presentaron morta-
lidades entre el 10y el 20%, y en el caso de los adultos fue
del 10% con las dos concentraciones utilizadas.

Por lo anterior se pueden clasificar estos resultados en la
categoria 1 (inocuo) debido a que en los parametros evalua-
dos los porcentajes de mortalidad se mantuvieron dentro
de lo establecido para esta categoria (< 30%) (Tabla 2).

Tabla 2. Toxicidad de B. bassiana sobre los estados
de desarrollo de C. exterior, de acuerdo con la escala
aplicada por la (OILB) [Vifiuela et al., 1993]

Estados de Porcentgje
desarrollo de mortglldad
Tratamiento 1
Huevo 10
Larva 12
Cocon 10
Adulto 10

Porcentaje
de mortalidad | Toxicidad
Tratamiento 2
15 Inocuo
20 Inocuo
20 Inocuo
10 Inocuo

Los resultados en el laboratorio sugieren que es posible la
utilizacion conjunta del hongo entomopatogeno B. bassia-
nay el depredador C. exterior en los sistemas de produc-
cion 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, ya que, seguin Alves (1998), la morta-
lidad observada en condiciones de laboratorio no siempre
esequivalente ala obtenida en condiciones de campo, donde
la cantidad de in6culo que alcanza el insecto es menor.

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 con-
diciones de laboratorio, no es necesario conocer su efec-
to en condiciones de semicampo 0 campo, ya que si no
ha afectado al organismo en estas estrictas condicio-
nes, dificilmente lo pueda hacer en campo; sin embar-
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go, por lo general si un plaguicida tiene algun efecto
negativo en laboratorio, tendra que ser objeto de ensa-
yos de semicampo y campo para determinar su activi-
dad, de acuerdo con Vifiuelaetal. (1993).

CONCLUSIONES

» Elhongo entomopatdgeno B. bassiana (cepa LBb-1)
no afecto en ensayos de laboratorio el desarrollo em-
brionario de los huevos, el de las larvas, ni la emer-
siony la supervivencia de los adultos del depredador
C. exterior.

* Esposible la utilizacion conjunta de B. bassiana (cepa
LBb-1) y C. exterior para el control biologico de pla-
gas en los sistemas de produccion agricola debido a
la baja susceptibilidad de este depredador al ento-
mopatdgeno.
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