Manejo Integrado de Plagas (Costa Rica) No. 62 p.54-59, 2001
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picudo del chile en laboratorio
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RESUMEN. Se realizé un estudio de laboratorio, en el CATIE, Turrialba, Costa Rica,con el objetivo de eva-
luar diferentes aislamientos de Beauveria bassiana (Bals), para seleccionar los més virulentos para el control
del picudo del chile, Anthonomus eugenii (Coleoptera:Curculionidae).Se evaluaron varias concentraciones del
hongo en suspensién de agua y aceite,para determinar la concentracién letal media (CLs), usando como mé-
todos de aplicacién la inmersion y la aspersion.Todos los aislamientos fueron patogénicos para el picudo, deter-
mindndose para los aislamientos 447, RL9-1, 113,9205,9218,9006, 35 y 290 el mayor porcentaje de mortalidad,
el menor tiempo letal (TLs;) y el mayor rendimiento de conidios en arroz.Las suspensiones de B. bassiana, tan-
to en agua como en agua mezclada con aceite al 3%, incrementaron la mortalidad del picudo y redujeron la
TL,, conforme aumento la concentraciéon.La CLs, en agua fue de 1,2 x 10 conidios/ml y en aceite de 2,2 x 10*
conidios/ml, lo cual indica que la eficacia del hongo aument6 al adicionar aceite a la suspension.
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ABSTRACT

Evaluation of Beauveria bassiana for the control of pepper weevil under laboratory conditions. A laboratory
study was performed at CATIE, Turrialba, Costa Rica,with the objective of evaluating different isolates of B.
bassiana (Bals), to select the most virulent for control of the pepper weevil Anthonomus eugenii (Coleoptera:
Curculionidae).Several concentrations of fungus in water and oil suspension were evaluated,to determine the
half-lethal concentration (LC,,), using immersion and aspiration application methods. All the isolates were
pathogenic to the weevil,the greatest % mortality, the lowest lethal time (LT,;) and the greatest yield of conidia
on rice was determined for the isolates 447, RL9-1, 113, 9205, 9218, 9006, 35 and 290. The suspensions of B.
bassiana, both in water and in water mixed with oil at 3% ,increased the weevil mortality and reduced the LTy,

in accordance with the increased concentration. The LC
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in water was 1,2 x 10° conidia/ml and in oil 2,2 x 10*

conidia/ml,indicating that the efficacy of the fungus increased on adding oil to the suspension.
Key Words: Anthonomus eugenii, Beauveria bassiana, Pepper, Biological control,Insects.

Introduccion

El picudo del chile o pimentén Anthonomus eugenii
Cano, Coleoptera: Curculionidae, es la plaga més im-
portante de este cultivo debido a las pérdidas causa-
das en la produccion y por la gran cantidad de plagui-
cidas utilizados para su control. A. eugenii se encuen-
tra distribuido en el sur de los Estados Unidos, Méxi-
co, América Central y en 1994 se informo su presencia
en Costa Rica, donde se ha convertido en la limitante
maés importante para la produccién de chile dulce y pi-
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cante, en las principales dreas productoras del pais. El
dafio principal es causado por la alimentacién de las
larvas dentro de los frutos en desarrollo, provocando
la aparicién de una mancha necrética que circunda el
area donde se encuentran las semillas;en cada fruto se
pueden encontrar hasta tres larvas (Coto 1996). El
mayor impacto de la plaga se produce durante las eta-
pas de floracidn y fructificacidon del cultivo, principal-
mente por el daio que producen los instares larvales



dentro del fruto en desarrollo, aunque también provo-
ca la caida de yemas florales, flores y frutos pequefios
(Riley y Sparks 1995, Coto. 1996).

Cuando las larvas completan su desarrollo emer-
gen los adultos, los cuales se alimentan de hojas tier-
nas, yemas florales y frutos, donde pasan gran parte
de su vida. Los adultos tienen una longevidad que
puede alcanzar hasta 80 dias y las hembras duran has-
ta dos meses ovipositando un promedio de 340 huevos
(Coto 1996). Considerando el uso desmedido de pla-
guicidas para el control de la plaga y la tendencia ac-
tual de buscar nuevas alternativas de manejo que re-
duzcan el uso de estos productos, se propone el con-
trol mediante el uso de hongos entomopatégenos co-
mo una alternativa para el combate de los adultos, los
cuales permanecen la mayor parte del tiempo sobre el
follaje.

En estudios realizados por Gémez y Jiménez
(1991) sobre control biolégico de Anthonomus grandis
mostraron que Beauveria bassiana puede infectar pu-
pas, larvas y adultos de este insecto. Asimismo, obtu-
vieron mortalidades de este insecto mayores al 90%
mediante Metarhizium anisopliae. Coutinho y Olivei-
ra (1991) en evaluaciones del control de A. grandis
con B. bassiana obtuvieron mortalidades entre 67% y
100%. Gémez y Jiménez (1995) en ensayos de control
de A. eugenii con diferentes cepas de B. bassiana, me-
diante inmersién en suspensiones acuosas del hongo
de 1 x 108 conidios/ml, informaron que aunque todas
las cepas fueron patogénicas a los adultos de este in-
secto, la cepa 64/88 fue la que caus6 mayor mortali-
dad, siendo superior a 80%. Schuster et al. (1996), en

la evaluaciéon de tres hongos entomopatdgenos (B.
bassiana, Paecilomyces fumosoroseus (Wise) Brown y
Stmith y Verticillium lecanii (Zimmerman Viegas) en
concentraciones de 107; determinaron que todos los
hongos fueron patogénicos a las larvas, pupas y adul-
tos del picudo del chile.

Estos antecedentes demuestran el potencial del
control biolégico de esta plaga. Por tanto, el objetivo
de este trabajo fue evaluar aislamientos de B. bassiana
para el control de A.eugenii con el propésito de selec-
cionar los més virulentos para pruebas con diferentes
concentraciones y en suspensiones en agua y aceite y
determinar la concentracién letal media (CLs).

Materiales y métodos
Evaluacion de aislamientos de B. bassiana
Este bioensayo se realizé en el laboratorio de CATIE,
Turrialba, Costa Rica.Se evaluaron doce aislamientos
del hongo, de diferentes procedencias, nueve de los
cuales estdn en la colecciéon que posee el CATIE y
tres son de la coleccion CENICAFE, Colombia (Cua-
dro 1).Los adultos de A.eugenii se obtuvieron de chi-
les caidos, recolectados en plantaciones ubicadas en la
provincia de Alajuela, Costa Rica. Los chiles fueron
colocados en jaulas de 35 x 35 cm para la emergencia
de los adultos, los cuales eran recolectados diariamen-
te y alimentados con hojas de chile dulce. Se usaron
los adultos que emergieron en cinco dias consecutivos
para tener una poblacién de edad uniforme.

Los aislamientos se reprodujeron inicialmente en
cajas de Petri con medio PDA y posteriormente, en
arroz autoclavado para obtener de alli el polvo de co-

Cuadro 1. Caracteristicas de los aislamientos de B. bassiana evaluados para el control de A.eugenii y rendimiento de conidios

en arroz.
Aislamiento Procedencia Hospedante g polvo/100g conidios/g conidios/100g
arroz polvo arroz

RL9-1 Honduras? Hypothenemus hampei 4,03 8,4x1010 3,44x1011
113 Nicaragua® H. hampei 2,27 5,34x1010 1,21x1011
35 Honduras? H. hampei 1,46 4,10x1010 5,56x1010
447 Brasil® Solenopsis invicta 2,65 6,87x1010 1,82x1011
290 Brasil Anthonomus grandis 1,35 4,49x1010 6,06x101°
RL9-2 Honduras? H. hampei 4,1 8,25x1010 3,38x1011
84 Costa Rica?! Phyllophaga obsoleta 0,63 1,87x1010 1,17x1010
9205 Colombia? Diatraea saccharalis 1,28 5,2x1010 6,65x1010
9218 Colombia? Cosmopolites sordidus 2,8 5,3x1010 1,48x1011
9006 Colombia? Metamasius hemipterus 1,8 6,2x1010 1,12x1011
64-1 Nicaragua® H. hampei 0,67 3,28x1010 2,19x1010
64-2 Nicaragua® H. hampei 0,8 4,25x1010 3,40x1010

1 Aislamientos enla colecciéon de CATIE.
2 Aislamientos en la coleccion de CENICAFE, Colombia.
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nidios. Posteriormente, se cuantifico la cantidad de co-
nidios por gramo de polvo mediante un hemacitome-
tro y se calcularon las concentraciones del hongo. Se
prepararon suspensiones del hongo a una concentra-
ci6n de 108 conidios/ml en agua destilada con Tween
20 al 0,03%.

Se inocularon 10 insectos por aislamiento me-
diante su inmersion durante tres segundos en la sus-
pensién, se mantuvieron cuatro repeticiones para un
total de 40 adultos. La mortalidad se cuantificé diaria-
mente por un periodo de 10 dias. El porcentaje de
mortalidad fue obtenido mediante un anélisis de va-
rianza y la prueba de Tukey al 5 % mientras que los
tiempos letales medios (TL ;) se determinaron me-
diante el andlisis de Probitos.

Evaluacién de concentraciones de B. bassiana en dos
formulaciones

Este estudio se realiz6 en el laboratorio de CATIE,
utilizando el aislamiento 447 de B. bassiana seleccio-
nado en el primer estudio. Se evaluaron cuatro con-
centraciones del hongo (1,5x 108;1,5x107;1,5x 10° y
1,5 x 10° conidios/ml) tanto en suspension en agua co-
mo en suspension en agua + aceite de soya al 5 %. Se
mantuvieron dos testigos, uno en agua y otro en agua
mads aceite al 5 %. Se utilizaron 10 insectos por trata-
miento y cuatro repeticiones por tratamiento para un
total de 40 adultos por tratamiento. La inoculacién de
los adultos se realiz6 mediante la inmersién en la sus-
pension del hongo durante tres segundos.

Se evalud la mortalidad diaria acumulada duran-
te 7 dias. Los especimenes muertos fueron trasladados
a otros recipientes con humedad para permitir la es-
porulacién de los hongos y posteriormente calcular la
produccién de conidios de B. bassiana en los cadave-
res. Para determinar la eficacia de cada tratamiento se
considerd el porcentaje de mortalidad y el tiempo le-
tal medio (TLs) y fue analizada mediante un anélisis
de varianza. La concentracién letal (CL)) y el TLy),
fueron calculados mediante un anélisis de prébitos.

Debido a las problemas en la aplicaciéon de las
suspensiones en agua con aceite, se realiz6 otro bioen-
sayo en el cual se redujo la proporcién de aceite al
3% y se vario el método de aplicacion, utilizando la
aspersion mediante un microaspersor. Se evaluaron
cuatro concentraciones del hongo (1 x 108,1x107,1x
109y 1 x 105 conidios/ml) y un testigo de agua + acei-
te. Se usé la misma cantidad de insectos por trata-
miento y repeticiones. Se consideraron las mismas va-
riables y los datos fueron evaluados en forma similar.
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Resultados y discusion

Evaluacién de aislamientos de B. bassiana

Todos los aislamientos evaluados resultaron patogéni-
cos para el picudo (Cuadro 2). La mayor mortalidad
fue obtenida con los aislamientos RL9-1, 113 y 35
con 100%, seguida por cinco aislamientos (447, 290,
RL9-2, 0084 y 9205) que alcanzaron 95% y otros dos
aislamientos ( 9218 y 9006) que causaron mortalida-
des de 92,5 y 90% ,respectivamente. No se determina-
ron diferencias estadisticas entre estos aislamientos
(P>0,05). Dos aislamientos (64-1 y 64-2) produjeron
mortalidades menores a 60%, siendo diferentes esta-
disticamente a los tratamientos anteriores. Gomez y
Jiménez, (1995) habian informado mortalidades mas
altas para el aislamiento 64, lo cual podria estar aso-
ciado a la pérdida de virulencia debido a transferen-
cias sucesivas del hongo en medios artificiales.

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad y tiempo medio letal (TLg,)
causado por aislamientos de B. bassiana sobre A.eugenii.

Aislamiento Mortalidad (%) Tl

RL9-1 100,0 a 2,40 a
113 100,0 a 2,24 a
35 100,0 a 2,37 a
447 97,5 a 1,80 a
290 95,0 a 3,66 a
RL9-2 95,0 a 3,12 a
84 95,0 a 3,58 a
9205 95,0 a 2,25 a
9218 92,5 a 2,61 a
9006 90,0 a 2,51 a
64-1 60,0 b 487 b
64-2 205 c 7,36 ¢
Testigo 200 c 933 ¢

Valores con la misma letra dentro de una misma columna, son iguales entre si
(Tukey al 5 %)

ElTL,, fue mds bajo con el aislamiento 447 (1,8
dias), mientras que los aislamientos 113, 9205, 35,
RL9-1, 9006 y 9218 presentaron valores entre 2,24 y
2,61 dias (Cuadro 2). Los demds tratamientos alcan-
zaron valores superior a 3,58 dias. Los TL,, obtenidos
son bajos comparados con los obtenidos para insectos
como Cosmopolites sordidus que presentan valores
cercanos a 7 dias (Brenes y Carballo 1990) pero que
son insectos de longevidad mads larga que A. eugenii.
Esto es importante si se considera que la longevidad
de los adultos de esta plaga es mayor a dos meses (Co-
to 1996) y la posibilidad de control mediante el hongo,
en periodos menores a tres dias después de su aplica-
cion demuestran el potencial de este entomopatdgeno
para ser incluido en programas de manejo de esta

plaga.



Estos resultados demuestran que todos los aisla-
mientos excepto el 64-1 y el 64-2, son eficaces para el
control del picudo del chile. Sin embargo, el mejor tra-
tamiento fue el 447, por presentar el menor TL; y un
porcentaje de mortalidad muy alto, aunque también
los aislamientos RL9-1, 113 y 35 mostraron potencial
como agentes de control.Con base en estos resultados
y en el rendimiento de polvo de conidios en arroz,co-
nidios/g de polvo y conidios/100 g de arroz,en los cua-
les sobresalieron los aislamientos RL9, 447,113, 9218,
9006, 9205, 35 y 290 por mayor rendimiento para pro-
duccién masiva (Cuadro 1),se considera que los aisla-
mientos con mayor potencial son 447,RL-9,113,9205,
9218,9006,35 y 290. Algunos de estos aislamientos es-
tan siendo evaluados en la zona sur de Costa Rica con
resultados satisfactorios (Com pers Ligia Rodriguez,
2001 Ministerio de Agricultura y Ganaderia). No obs-
tante, deben continuarse las evaluaciones en futuros
bioensayos y en condiciones de campo.

Evaluacion de concentraciones de B. bassiana en dos
formulaciones

Con el método de inmersion, los tratamientos del
hongo en agua,causaron una mortalidad del 100% pa-
ra la concentraciéon mas alta y 42,5 % para la més ba-
ja (Cuadro 3). Los tratamientos con solucién de agua
+ aceite al 5%, causaron la muerte de los picudos
adultos el mismo dia de la aplicacién, atn en los testi-
gos sin el hongo (Cuadro 3), lo que indica que el mé-
todo de inmersién no es adecuado cuando se utiliza
aceite.Por tanto, la suspension de agua + aceite se eva-
lué con aspersion como método de aplicacion.

Para los tratamientos del hongo en agua,se deter-
miné un TL, de 2,81 dias con la concentracién mas al-
ta. Este tiempo aumenté significativamente con la

concentracién mas baja del hongo, siendo el TL, de
7,25 (Cuadro 3). Con relacion al nimero de conidios
producidos por los caddveres, se determinaron las ma-
yores cantidades en los tratamientos con hongo en
aceite con respecto a la suspension en agua,a pesar de
que los insectos en los tratamientos en un medio con
aceite, murieron el mismo dia de la aplicacion.Esto in-
dica que el aceite podria favorecer la esporulacién del
hongo, lo cual seria muy importante porque la presen-
cia de caddveres de insectos esporulados en las plan-
taciones de chile aumentarian la cantidad de conidios
del hongo.

Se determiné una concentracidon letal media
(CLy,) de 1,2 x 106 conidios/ml y una CLgy, de 7 x 107
conidios/ml para el hongo en agua; en la suspensioén
con aceite no se logré determinar esta variable. Esta
informacién debe evaluarse en el campo para corro-
borar los resultados y determinar el potencial del
control mediante este entomopatdgeno en condicio-
nes naturales.

En la prueba con el hongo en suspension de agua
con aceite en un 3% y usando el método de aspersion,
el porcentaje de mortalidad fue de 66,7% con la con-
centracion de 1 x 10° y de 100% con una concentra-
cién de 1x103, mientras que en el testigo con aceite és-
ta alcanzé un 57% (Cuadro 4).Esto demuestra que el
aceite, alin en menor porcentaje, causa un efecto letal
sobre los adultos del picudo. El método de aspersion
redujo la mortalidad del testigo con respecto a la de-
terminada para este mismo tratamiento cuando se usé
la inmersién del insecto en la suspension (Cuadro 3).

Estos resultados demuestran que el aceite por si
mismo puede contribuir a aumentar la eficacia del
hongo, lo cual segin Prior et al. (1988) puede deberse
a que el aceite mejora la penetracion gracias a sus pro-

Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad de A.eugenii, tiempo letal medio y nimero de conidios producidos por los cadaveres de in-
sectos, para diferentes concentraciones del aislamiento 447 de B. bassiana, usando el método de inmersion.

Concentracién Mortalidad (%) Tl N° conidios
1,5x108+5% aceite 100,0 a - 2,60x10° a
1,5x107+5% aceite 100,0 a - 2,39x10% ab
1,5x10%+5% aceite 100,0 a - 1,96x108 ab
1,5x10%+5% aceite 97,5 a - 1,63x108 bc
Testigo+5% aceite 100,0 a - 0,0 e
1,5x108+agua 100,0 a 2,81 a 1,48x108 bed
1,5x107+agua 97,4 a 3,21 a 0,92x10% cde
1,5x108+agua 55,0 b 921 b 0,78x108 cde
1,5x10%+agua 425 bc 7,25 ¢ 0,53x108 de
Testigo+agua 20,0 ¢ 36,1 d 0,0 e

Valores con igual letra dentro de una misma columna son iguales entre si (Tukey al 5 %).
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piedades cutinofilicas, que permiten que un mayor nd-
mero de conidios alcancen las membranas interseg-
mentales susceptibles, asi como también mejora la ad-
hesién de los conidios a la cuticula del insecto.

Con respecto a los TL,, éstos disminuyeron des-
de 6,7 a 3,8 dias conforme aumentd la concentracion
del hongo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de A. eugenii, tiempo le-
tal medio y nimero de conidios producidos por cadaveres de
insectos, usando el método de aspersion.

Tratamientos  Mortalidad (%) TLg, N° conidios
1x108+3%aceite 100,0 a 3,82 a 1,71x108 a
1x107+3%aceite 83,3 ab 482 ab 1,70x108 a
1x108+3%aceite 75,0 b 573 b 1,65x108 a
1x105+3%aceite 66,7 bc 6,74 bc  1,58x10° a
Testigo+3%aceite 57,1 ¢ 7,81 c 0,0 b

Valores con igual letra dentro de una misma columna, son iguales entre si
(Tukey al 5 %).

En cuanto a la cantidad de conidios en insectos
muertos, las concentraciones mds altas produjeron
mayor cantidad de conidios, estos resultados coinci-
den con los del método de inmersiéon determindndose
valores similares a los obtenidos usando suspensiones
de agua.

Con este método de aplicacién y usando un 3%
de aceite, se logré reducir la CLy, a 2,2x10* coni-
dios/mlla cual es significativamente menor a la calcu-
lada usando solo agua, como se menciondé en la
prueba anterior. La CL,, fue de 1,18x107 conidios/ml
que también es menor a la calculada para la suspen-
sion en agua. Esta reduccion de la CLy, de la suspen-
sién en aceite, demuestra que la eficacia del hongo
mejora con esta formulacién y los resultados de esta
investigacién concuerdan con aspectos que son impor-
tantes en la formulacién de entomopatdgenos, como
son mantener la viabilidad y mejorar la eficacia
(Daoust et al. 1983),facilitar la aplicacion de las espo-
ras, mejorar la vida media y su persistencia en el am-
biente después de la aplicacion, asi como incrementar
la eficacia de los entomopatdgenos (Feng et al. 1984).
Roberts (1989) seiiala que otro de los objetivos en las
formulaciones de entomopatdgenos es reducir el efec-
to perjudicial de la luz ultravioleta.

Es importante destacar que con el uso de formu-
laciones de B. bassiana en aceite se pretende mejorar
la eficacia del control de A.eugenii, en condiciones de
campo, dado que los adultos de la plaga permanecen
sobre el follaje durante las primeras horas de la mafia-
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na o por la tarde, momento propicio para hacer las
aplicaciones del entomopatdgeno, evitando el efecto
de la luz ultravioleta.

Conclusiones

Se seleccionaron los aislamientos de B. bassiana
447,RL9-1,113, 9205,9218,9006,35 y 290 como los de
mayor potencial para el control de A. eugenii por su
mayor virulencia,menor TL, y mayor rendimiento de
conidios en arroz.

Las suspensiones de B. bassiana (aislamiento 447)
tanto en agua como en agua mezclada con aceite al
3% incrementaron la mortalidad de picudos conforme
aumento la concentracion y redujeron el TL,. La sus-
pensioén del hongo en agua mezclada con aceite mos-
tré mayor eficacia que la preparada en agua.
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