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Diseminacion de Beauveria bassiana
entre operarios de Heterotermes tenuis
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RESUMEN. Heterotermes tenuis es la especie de termita que causa mayores dafos en cafia de azdcar en Bra-
sil, llegando a reducir la produccién en 10 ton/ha/afio. En este trabajo se evalu6 la diseminacién de Beauveria
bassiana, cepa 634, para el control de H. fenuis en condiciones de laboratorio. Los tratamientos utilizados fue-
ron diferentes proporciones de individuos inoculados y no inoculados y se evaluaron durante 5 dias. Los tra-
tamientos con 2,5; 12,5; 25,0; 50,0 y 75,0% de individuos inoculados presentaron mayor mortalidad, compara-
do con la proporcién inicial de inoculacién. Al final del periodo, con excepcion del testigo, todos los
tratamientos presentaron una mortalidad superior a 50%. En los tratamientos con mas de 50 insectos inocu-
lados inicialmente, la mortalidad fue mayor a 80%, sin diferencias estadisticas entre ellos.
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ABSTRACT. Dissemination of Beauveria bassiana in Heterotermes tenuis workers. H. tenuis is the termite
species that causes most damage to sugarcane in Brazil, reducing productions by 10 ton/ha/year. In this study
the dissemination of Beauveria bassiana, strain 634, for the control of H. tenuis in laboratory conditions was
evaluated. The treatments used were different proportions of inoculated and not inoculated individuals, and
these were evaluated over 5 days. The treatments with 2.5, 12.5, 25.0, 50.0, and 75.0; % of inoculated insects
showed a higher percentage mortality compared with the initial proportion inoculation. At the end of the assay,
all treatments except for the control showed a mortality greater than 50%. In the treatments with more than
50 insects inoculated initially, mortality was greater than 80%, with no statistical differences between them.
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Introduccion

La cafia de aziicar es uno de los principales cultivos de
Brasil, tanto por el drea dedicada a su produccién, la
cual es de aproximadamente 4 200 000 ha, como por la
importancia econémica para el pafs por la exportacién
de azicar y el programa nacional de alcohol (Ministé-
rio do Planejamento e Or¢amento 1994). Sin embargo,
las plagas ocasionan grandes pérdidas en este cultivo.
Actualmente, las termitas constituyen una de las pla-
gas mas importantes de la cafia de azticar, principal-
mente Heterotermes tenuis (Isoptera: Rhinotermiti-
dae), una de las especies mds frecuentes y de mayor
distribucién (Arrigoni ef al. 1989). En Brasil, las ter-
mitas llegan a ocasionar reducciones de 10 ton/ha/afio
en cafia de azuicar (Novaretti 1985).
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Los estudios referentes a H. tenuis son escasos,
pues su ocurrencia como plaga, en Brasil, es relativa-
mente reciente. Como especies perteneciente a la fa-
milia Rhinotermitidae, construyen nidos subterra-
neos, acartonados y difusos, donde vive una parte o
toda la colonia. Cuando, eventualmente, transitan por
areas expuestas construyen tdneles con detritos vege-
tales, suelo y heces. Se alimentan de material lefioso
en varias fases de descomposicion, siendo muy comiin
que alcancen partes vitales de las plantas, como tole-
tes de cafia recién plantados, sistema radicular y entre-
nudos basales de cafia en formacién o adulta (Macedo
1995).

En la estructura social de la colonia de H. tenuis,
la reina y el rey son responsables de la reproduccion
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de la colonia, y se conoce la existencia de reinas susti-
tutas, no funcionales, mientras viva la reina principal.
Los soldados cumplen funciones de defensa y los ope-
rarios son los encargados de la alimentacién de los in-
tegrantes del nido. Los operarios buscan alimento
fuera de la colonia (forrajean) alimentandose ellos y
sirviendo a los demads integrantes de las misma, a tra-
vés de trofolaxia (alimentacion proctodeica). Los sol-
dados son incapaces de alimentarse por si mismos. La
proporcion natural de operarios y soldados no es to-
talmente conocida. En trampas dispuestas en el cam-
po, el nimero de individuos de ambas castas es varia-
ble, pero la proporcion de soldados raramente es
superior a 1:20.

En los dltimos afios han surgido nuevas estrate-
gias para el control de las termitas subterraneas, co-
mo el cebo trampa basado en el comportamiento so-
cial del insecto, trofalaxis, hdabitos de limpieza y
tigmotropismo. El principio de esta estrategia es la
transmision directa al insecto de agentes quimicos 0
microbianos, con el propésito de llegar a toda la colo-
nia mediante el contagio e intercambio de alimento
(Myles 1992). Asi, el uso de hongos entomopatégenos
como Beauveria bassiana constituye una alternativa
viable. Ademas las colonias de H. renuis ofrecen con-
diciones favorables de temperatura y humedad. Tam-
bién el comportamiento social de esta especie facilita
el uso del hongo, en cebos trampa muy atractivos co-
mo el Termitrap®. Este cebo ha sido utilizado para el
monitoreo de poblaciones de esta plaga en cafa de
azucar y bosques, asi como para su control, mediante
la introduccién de indculo. Ademads puede ser em-
pleado en asociacién con un insecticida quimico en
subdosis (Almeida 1994; Almeida & Alves 1995).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la disemi-
nacion de B. bassiana para el control de H. fenuis en
condiciones de laboratorio.

Materiales y métodos

El trabajo fue realizado en el laboratorio de Pato-
logia de Insectos del Departamento de Entomologia
de la “Escola Superior de Agricultura Luiz de Quei-
roz” de la Universidade de Sdo Paulo en Piracicaba,
SP, Brasil.

Se utiliz6 la cepa 634 de B. bassiana proveniente
de la coleccién de microorganismos entomopatogenos
del mismo laboratorio. Segtin Almeida (1994), ésta es
la cepa mds promisoria para ser usada en un progra-
ma de control microbiano de H. tenuis, debido a su vi-
rulencia y productividad. Las termitas utilizadas en el
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experimento fueron recolectadas en Santa Helena,
Piracicaba, SP, con ayuda de trampas Termitrap®, dis-
tribuidas en los entresurcos de una plantacion de cafia
de azicar. Los especimenes utilizados fueron opera-
rios de edad no determinada, pero dgiles y sanos.

Se evaluaron siete tratamientos y tres repeticio-
nes de 200 insectos cada uno, para un total de 4200
operarios. Se probaron las siguientes proporciones de
termitas inoculadas/no inoculadas: 200/0, 150/50,
100/100, 50/150, 25/175, 5/195 y 0/200 (testigo).

La inoculacion de las termitas se realiz6 median-
te pulverizacion directa, de 3 ml de una suspensién de
B. bassiana conteniendo 5 x 10° conidios viables/ml,
por repeticion, utilizando una Torre de Potter calibra-
da 0,35 pl/cm’. De esta manera, cada individuo recibi6
un potencial de indculo de aproximadamente 7 000
conidios viables, estimados por el cdlculo del drea cor-
poral. Los insectos no inoculados fueron asperjados
con agua esterilizada mas dispersante adhesivo Tween
20 a 1% de concentracion. Después de la aplicacion
del patogeno, las termitas fueron colocadas en cajas
de Petri, donde permanecieron hasta ¢l final de la eva-
luacion.

En las cajas de Petri (13,5 x 1,0 cm) se revistio el
fondo con papel de filtro humedecido con 1 ml de
agua destilada y cartén corrugado humedecido hasta
punto de saturacion sin alcanzar el escurrimiento. Pa-
ra facilitar el conteo de los insectos, las dos hojas del
carton fueron separadas.

En cada repeticion se utilizaron operarios proce-
dentes de la misma trampa para evitar la mezcla de in-
dividuos de diferentes colonias. Después de la inocu-
lacion, las cajas fueron colocadas en camara
climatizada (B.O.D.) a 25 + 1°C y de oscuridad com-
pleta. La humedad relativa se mantuvo en un valor
cercano a la saturacion, mediante adicién de 1 ml de
agua destilada sobre un trozo cilindrico de algodén de
aproximadamente 1 cm de largo por 1 cm de diametro
(= 0,14 g), colocado entre la hoja superior de carton y
la tapa de la caja. Se evalud la mortalidad diaria du-
rante 5 dias, por conteo de especimenes sobrevivien-
tes, debido a que los individuos muertos no debian ser
retirados de las cajas hasta la finalizacién del experi-
mento y porque en pruebas preliminares se observa-
ron muchos cadaveres mutilados.

El disefo utilizado fue un factorial (tratamientos
x dias de evaluacién), los resultados de mortalidad
fueron sometidos a un andlisis de varianza. Para la
comparacion de medias se utilizé la prueba de Tukey
(P <0,05).



Resultados y discusion

La metodologia utilizada para el mantenimiento
de los insectos fue adecuada, observandose una mor-
talidad del 15% en el testigo al 5° dia de evaluacién, lo
cual es un valor razonable para esta especie y tipo de
prueba. Almeida (1994) logré mantener vivos opera-
rios y soldados de H. tenuis, durante 10 dias en labora-
torio, en cajas de plastico (6 x 1 cm) con tapa de tejido
y celulosa. El control diario de la humedad dentro de
las cajas de Petri fue muy importante para la sobrevi-
vencia de los insectos (Becker 1969,Adamson 1941,
Ahmad et al. 1982).

Inicialmente, muchos insectos presentaron colo-
racion rosada y posteriormente signos de esporula-
cién del hongo. También se observé disminucion de la
movilidad y agregacion de las termitas, lo cual coinci-
de con lo sefialado por Moino (1998).

No se determiné un efecto de repelencia al hongo
por parte de los especimenes sanos, porque estos ca-
minaron normalmente alrededor de los cadaveres y
los insectos enfermos. Varios de los insectos muertos
se encontraron mutilados, validando los resultados de
las pruebas preliminares, que afirman que la evalua-
cion de la mortalidad debe basarse en el conteo de los
especimenes sobrevivientes. Durante las evaluaciones
se observo contacto directo entre los insectos, posible-
mente, como un intento de limpiar el cuerpo de las
termitas contaminadas. Inicialmente se observo que
los especimenes intentaron aislar los cadaveres, los
cuales fueron agrupados entre las hojas de cartén, pe-
ro este comportamiento cesé con el aumento de la
mortalidad. Almeida (1994) sefialé que termitas en-
fermas, de esta misma especie, convivian normalmen-
te con las sanas, sugiriendo la incapacidad de H. tenuis

para detectar la presencia de individuos enfermos o
contaminados con patégenos. Sin embargo, esta ob-
servacion en condiciones de laboratorio podria diferir
de las manifestadas en condiciones de campo.

Se consider6 un periodo de evaluacién de 5 dias,
porque a partir del 6° dia, el testigo presenté mortali-
dad superior a 21,4% y los demads tratamientos alcan-
zaron como minimo 50% (Fig. 1).

En forma general, la mortalidad de los insectos
por contaminacion con B. bassiana se presenté desde
el primer dias después de la inoculacion, pero sin dife-
rencias significativas entre tratamientos. La mortali-
dad se incremento después del tercer dia de inocula-
cion (Cuadro 1), lo cual coincide con los resultados
obtenidos por Moino (1998), quien registré bajos ni-
veles de mortalidad en H. fenuis hasta el segundo
ddi de B. bassiana. Almeida et al. (1997) determina-
ron valores de TLs, de 2,91 a 4,91 dias para opera-
rios y soldados de H. tenuis, inoculados con 15 cepas
de B. bassiana, atin cuando los intervalos de confian-
za mostraron diferencias significativas tinicamente
entre las cepas 678 y las cepas 447 (padron) y 900.

Para la especie Cornitermes cumulans, Fernandes
(1991) inform6 de una mortalidad acumulada entre
44% y 80%, al tercer dia después de la inoculacion de
cinco cepas de B. bassiana. En una evaluacion de siete
cepas de este entomopatégeno vy siete de Metarhizium
anisopliae, 12 de las 14 cepas evaluadas provocaron cer-
ca de 100% de mortalidad en C. cumulans y C. snyderi, 84
horas después de la inoculacién (Fernandes er al. 1993).

Jones et al. (1996) determinaron un TL50 de 2.9
dias, para operarios de Coptotermes formosanus, en un
experimento de transmision horizontal de B. bassiana
(cepa 787).

CUADRO 1. Porcentaje de mortalidad media acumulada [m + s(m)] de operarios de Heterotermes tenuis, en dias después de
la inoculacion (d.d.i.) con Beauveria bassiana (cepa 634) y para tratamientos de diferente proporcién de insectos inoculados.

Porcentaje de mortalidad de acuerdo a los ddi

Tratamientos 1 2 3 4 5 Media
200/0 11,2 £2,55a* 20,4 +4,21ab 55,9 +4,59a 96,5 £ 0,63a 100,0 +0,0a 56,8a
150/50 9,9 +0,49a 14,6 +0,66ab 55,3+5,19a 88,6 + 1,49a 99,5 £0,28a 53,6a
100/100 246 +6,21a 35,1 +6,96a 62,2 +8,95a 85,7 +7,11a 98,9 +1,10a 61,3a
50/150 7.9 +1,07a 10, 0 £2,26ab 27,7 £9,76b 51,1+11,40b 82,0 +14,01ab 35,7b
25/175 3,7 £0,17a 5,2 +0,38b 14,7+1,20b 33,1 £3,01bc 58,7 +7,97b 23,1c
5/195 7.3 £0,14a 8,8 +0,35b 13,8 +2,41b 25,8 + 6,33bc 63,0 £21,28b 23,7c
0/200 0,7 +0,66a 2,0 +1,04b 3,6 +1,68b 7,6 +2,33¢c 15,9 + 3,27¢ 5,0d
Media 93D 13,7D 3BsC 55,5B 740A
C.V. = 28,5%

“Medias seguidas de la misma letra mintscula en la columna y mayuscula en la fila no difieren significativamente entre si por la prueba de Tukey

(P < 0,05).
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad acumulada de operarios
de Heterotermes tenuis dias después de la inocu-
lacion (d.d.i.) con Beauveria bassiana (cepa 634),
en tratamientos con diferente proporcion de indi-
viduos inoculados.

La mortalidad de H. tenuis, en el tercer dia de
evaluacion y para los tratamientos con mas de 50 indi-
viduos inoculados fue significativamente mayor
(P<0,05) que los demds tratamientos. En los trata-
mientos con 50 o mds insectos inicialmente inocula-
dos, al quinto dia de evaluacion se registré una morta-
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lidad superior a 80% (Cuadro 1), y todos -
mientos difieren significativamente (P<3,05)
po de insectos no inoculados (testigo). Asi, a |
la elevada capacidad de las termitas para la
de conidios, observada por Moino Jr. (1998)
en condiciones de laboratorio, se determino |
sién de los conidios de un insecto a otro, pro:
la ocurrencia de la enfermedad.

Los tratamientos 150/50, 100/100 y 50/15
fieren estadisticamente del 200/0 (todos inocu!
final del periodo de evaluacién (Cuadro 1). La
nacién fue constatada, porque en todos los tra
tos con insectos inoculados se presenté una
mortalidad final comparada con el ntimero ir
insectos inoculados. Estos resultados son seme
los obtenidos por Almeida (1994), quien ve!
transmision de la cepa 634 de B. bassiana en F
entre individuos contaminados y no contamin
dias después de la inoculacién.
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