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RESUMEN: Este ensayo tuvo como objetivo determinar el efecto insecticida de los extractos crudos de
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin sobre larvas de gallina ciega (Phyllophaga spp.) (Harris). Los
extractos se obtuvieron a partir de un medio de fermentacion so6lida del hongo entomopatoégeno y las larvas
del insecto (Phyllophaga spp) se recolectaron en zonas del municipio de Zacatepec, Morelos, México. Se
disené un experimento con dos criterios: A. con sustrato: T1 Agua destilada (control), T2.- Extracto crudo de
B. bassiana. B. sin sustrato: T3.- Agua destilada y T4.- Extracto crudo de B. bassiana; se utilizaron 8 larvas
por tratamiento. A cada larva se le inyectd 10 ul y se observaron cada 48 horas por 10 dias. Los datos se
sometieron a un analisis no paramétrico (Kruskal-Wallis). Con respecto al T1 no hubo mortalidad (0%) durante
todo el experimento. T2 la mortalidad se presento a las 72 horas (12.5%); T3, se registro el 12.5% de mortalidad
a las 48Hrs.; para el T4 la mortalidad fue de 37.5% en el mismo periodo de tiempo. Al octavo dia, los
tratamientos 2, 3 y 4 se registro 62.5% de mortalidad. Los resultados obtenidos permiten demostrar la
potencialidad insecticida del extracto crudo de B. bassiana.
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Insecticide in vitro activity of crude extract of Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin on larvae
of Phyllophaga spp. (Harris)

ABSTRACT: The objective of this test was to evaluate the insecticidal effect of the crude extracts of
Beauveria bassiana (Balsam) Vuillemin on larvae of white grubs (Phyllophaga spp.) (Harris). The extracts
were obtained from a solid fermentation medium of the enthomopathogenic fungus, and the insect larvae
(Phyllophaga spp.) were collected in areas of the municipality of Zacatepec, Morelos, Mexico. An experiment
was designed with two criteria: A. with substrate: T1 distilled water (control), T2- crude extract of B. bassiana
and B. without substrate: T3- distilled water and T4- crude extract of B. bassiana; eight larvae per treatment
were used. Each larva was injected with 10 pl of the treatment and observed every 48 hours for 10 days. The
data were submitted to a non-parametric analysis (Kruskal-Wallis). With respect to T1, there was no mortality
(0 %) during the entire experiment. In T2, mortality was observed at the 72 hours (12.5 %); in T3, 12.5%
mortality was recorded at 48hrs; for T4, mortality was 37.5 % in the same period of time. On the eighth day,
treatments 2, 3 and 4, 62.5 % mortality was recorded. The results obtained allowed to show the insecticide
potential of the crude extract of B. bassiana.
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En México, la produccion de caia de azucar es de 50 Uno de los factores limitantes de este cultivo son
946 483 toneladas, y constituye uno de los productos las plagas, como las larvas de «gallina ciega»
mas importantes del pais (1); genera 440 mil empleos (Coledptera: Melolonthidae), ya que generan dafios 'y
directos y 2,5 millones de empleos indirectos (2). una disminucion del rendimiento entre 20 y 40%; en



diversas regiones agricolas de México; al causar dafio
en cafa de azucar y otros cultivos como maiz, toma-
te, frutales y pastizales. Las larvas de Phyllophaga spp.
(Harris) consumen las raices de las plantas, desde las
etapas tempranas del cultivo. Debido a que las raices
primarias estan completamente podridas y carcomi-
das por las larvas, y no existe presencia de raices
secundarias, el dafo es en forma de manchones, las
plantas presentan coloraciones violetas a causa de la
deficiencia de fésforo y debido al dafo radicular, se
produce marchitez y muerte de la planta (3,4).

En el estado de Morelos se aplican insecticidas
para reducir las poblaciones de «gallina ciega» (4), los
cuales ocasionan dafos al ambiente y a la salud, de-
bido al mal uso de los insecticidas sintéticos (5).

Por tal motivo, es necesario proponer nuevas alter-
nativas de control, como es el uso de hongos
entomopatdgenos (HP), los cuales reducen las pobla-
ciones de plagas (6). El hongo Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin produce metabolitos secundarios
(7) que, generalmente, son depsipéptidos ciclicos com-
plejos de bajo peso molecular como: beauvericina,
beauverdlidos y basiandlido, que tienen actividades
antibacterianas, antifungicas, citotdxicos e insectici-
das, poseen baja toxicidad en humanos y no necesi-
tan requerimientos especiales para su empleo (7, 8,
9). Estos metabolitos se obtienen a partir de un siste-
ma de Fermentacion Sélida (FS), que utiliza bagazo
de cafia como soporte para el crecimiento miceliar del
hongo y caparazon de camardn, cuya estructura es
similar a la cuticula del insecto (10).

El objetivo de este trabajo fue determinar la poten-
cialidad del uso de extractos crudos de B. bassiana,
para el manejo del tercer instar de gallina ciega
(Phyllophaga spp) bajo condiciones de laboratorio.

Para colectar las larvas de Phyllophaga spp, se rea-
liz6 un muestreo en cinco de oros en dos campos ca-
Aeros: Puente Ixtla y Xoxocotla; de cada campo se
tomaron 5 cepellones de 40x40x40 cm y se removie-
ron laraiz y el suelo. Dicha actividad fue desarrollada
en colaboracién con el personal técnico de la junta
local CESVMOR (Comité Estatal de Sanidad Vegetal
de Morelos), en el mes de noviembre de 2012.

Para el estudio se utilizaron 32 larvas del tercer
instar de gallina ciega, colectadas en la zona cafiera,
localizada en el Municipio de Zacatepec, Morelos,
México. Sus coordenadas geograficas son: al norte
18°41°y al oeste 99°11°. Las larvas se colocaron en
recipientes de plastico de un litro de capacidad, con
suelo de la zona de colecta.
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Se evaluaron las larvas en funcién de su estado
fisico y movilidad (11). Posteriormente, se separaron,
de manera individual, las larvas sanas en vasos de plas-
tico con 30g de suelo estéril hUumedo y se mantuvieron
con dieta de trozos de zanahoria de 5g en una camara
bioclimatica Lumistel® a 25°C y 50% de humedad (12).

Como biorregulador, se empleé el aislado 11 de B.
bassiana proveniente del estado de Veracruz, México;
proporcionado por la Dra. Raquel Alatorre Rosas del
Colegio de Postgraduados. La cepa se activo en Agar
Dextrosa Saboraud (SDA) por 10 dias a 25°C; transcu-
rrido el tiempo se colectaron las esporas y se conser-
varon a4°C (10).

El cultivo solido se llevé a cabo en matraces
Erlenmeyer de 250 ml, utilizando como soporte baga-
zo de cafa, un medio cuya composicion quimica fue:
(NH,),S0O, 691" MgSO,, 1.2gI";NaCl, 1gI",KH,PO,,
159", FeS0O,.7H,0,0.1g 1";ZnS0,.7H,00.028 g I
'yMnSO,.H,00.032 g Iy caparazén de camaron (60
g I'"). El contenido de los matraces fue de 35g de ma-
teria humeda, las condiciones del cultivo solido fueron:
humedad inicial 65%, pH 5 y temperatura de 25°C. Se
inocularon con 107 esporas (g Peso humedo) (10).

Transcurrida la fermentacién de 10 dias, se pesé el
contenido de los Erlenmeyer y se agreg6 agua destila-
da en una proporcion 1:1 (p/v), se homogeneiz6 y con
una gasa estéril se filtré y se colecté en un vaso de
precipitado. El extracto crudo se centrifugd por 15 mi-
nutos a 5000 rpm a 4°C, se decanto para separar los
sélidos suspendidos y, por ultimo, se volvié a filtrar a
través de una membrana Millipore de 0.45 pm y se
conservo a4°C (10).

Para determinar la actividad insecticida del filtrado
de B. bassiana en larvas Phyllophaga spp. y tomando
en cuenta los habitos rizéfagos de las larvas, se esta-
blecié un experimento con dos criterios: A. larvas so-
bre suelo como sustrato y B: larvas sin sustrato; con 4
tratamientos; ocho repeticiones y cada repeticiéon con
una larva; a cada insecto se inyectaron 10ul de cada
tratamiento (12) (Tabla).

Los tratamientos se revisaron cada 48 horas por 10
dias (13). Los datos a los ocho dias fueron compara-
dos en cuanto a porcentaje de mortalidad, mediante el
analisis no paramétrico Kruskall-Wallis; con el progra-
ma JMP 8.0.

El extracto crudo de B. bassiana, producido por
fermentacion sdlida, tiene actividad insecticida sobre
las larvas del tercer instar de Phyllophaga spp., produ-
ciendo el 100 % de mortalidad a los ocho dias para los
criterios Ay B. Mientras que en el criterioAenel T1, la
mortalidad fue del 0%, mostrando que el método de
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TABLA. Tratamientos aplicados a Phyllophaga spp./
Treatments applied to Phyllophaga spp.

Sustrato Tratamiento

T1= agua
destilada
T2= Extracto
crudo de B.
bassiana
T3= Extracto
crudo de B.
bassiana
T4= agua
destilada

Criterio

Organismo

Con suelo

Larvas

B Sin suelo

inyeccién no provoco la muerte de las larvas; sin em-
bargo, el criterio B, T4 se present6 una mortalidad del
50%, posiblemente como respuesta a la eliminacion
de su habitat (Fig. 1). Los resultados muestran una
diferencia significativa (P<0.0420) con la prueba de
Kruskal-Wallis.

El efecto insecticida de los filtrados de B. bassiana
podria estar relacionado con la presencia de diferentes
metabolitos como enzimas o metabolitos que en una
fermentacién soélida pueden ser producidos
rutinariamente (10, 14). Se conoce la accion insectici-

da de los metabolitos de B. bassiana contenidos en
los filtrados obtenidos a partir de diferentes sistemas
de cultivo del hongo y ha sido reportado por diversos
autores sobre diferentes insectos. Ortiz-Urquiza et al.
(15); mostraron que los extractos crudos obtenidos de
cuatro cepas de B. bassiana presentaron alta toxici-
dad sobre Galleria mellonella (Lineus). De la misma
manera, Abd El-Ghany et al. (16) aplicaron extracto
crudo de B. bassiana en larvas de G. mellonellay la
muerte fue del 55% después de las 96 horas. Una de
las fracciones con actividad insecticida fue identifica-
da como beauvericina. Arboleda et al. (17) evaluaron la
accion de este metabolito sobre larvas y adultos de
Hypothenemus hampei (Ferrari) y la actividad fue ma-
yor en larvas que en adultos, alcanzando una mortali-
dad del 50% al octavo dia.

Por otra parte, Yousef et al. (18) mostraron que los
extractos crudos de Metarhizium brunneum
(Hypocreales: Clavicipitaceae) tienen actividad insec-
ticida sobre Bactrocera olea (Rossi) (Diptera:
Tephritidae) y causan mortalidades de 60% en adul-
tos, mientras que en larvas fue de 82,3%.

El efecto de la actividad insecticida del extracto de
B. bassiana fue evidenciado por el cambio de colora-
cion de las larvas de Phyllophaga spp. En el caso de
los controles de agua destilada con larvas colocadas
en los recipientes con suelo (Fig. 2A) y colocadas en
recipientes sin suelo (Fig. 2C), las larvas conservaron
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FIGURA 1. Mortalidad de larvas de Phyllophaga spp del tercer instar. CriterioA T1 aguadestilada (<>); T2 extracto crudo
(®); Criterio B T3 extractocrudo (A); T4 aguadestilada(A)./ Mortality of third larval instar Phyllophaga spp. Criterion
AT1distilled water (<); T2 crude extract (@); Criterion B T3 crude extract (A); T4 distilled water (A).
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FIGURA 2. Larvas de Phyllophaga spp. del tercer instar, colectadas en la zona cafiera, después de la aplicacion de los
tratamientos: A. Criterio AT1 larva sana, B Criterio AT2 cadaver de la larva. Criterio B: C cadaver de larva del T3 y D cadaver
del T4./ Phyllophaga spp. larvae of the third instar, collected in sugarcane area, after application of the treatments: A:
Criterion A healthy larva; B: Criterion A T2 larva corpse; C: Criterion B T3 larva, and D: Criterion B T4 larva corpse.

la coloracién caracteristica blanco-cremosa. Al apli-
carse el extracto crudo de B. bassiana a larvas colo-
cadas en recipientes con suelo (Fig. 2B) y recipientes
sin suelo (Fig. 2D), los cadaveres de las larvas presen-
taron un cambio de coloracion, debido a la
melanizacion. Este proceso de respuesta del sistema
inmune humoral de los insectos, a la aparicion de al-
gun agente externo, es conocido como el sistema
profenoloxidasa (19,20). En el caso de la muerte de
las larvas se sugiere que fue provocada por la inyec-
cion del extracto crudo dentro del hemocele de la lar-
va; donde las proteasas PR1 activaron la cascada, la
profenoloxidasa a fenoloxidasa desregulando el proce-
so de manera descontrolada, provocando la muerte del
insecto (21).

Los resultados obtenidos en este estudio, a nivel
de laboratorio, evidenciaron la existencia de un efecto
detrimental del extracto crudo de B. bassiana, obteni-
do por fermentacion sélida sobre larvas de Phyllophaga
spp., sugiriendo que pudieran ser empleados como
bioinsecticida para el manejo de esta plaga. Aunque
para la aplicacion en campo se necesitaria estudios
posteriores para establecer, entre otros elementos, la
dosis especifica y el método de aplicacion.
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