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RESUMEN. Se evalug la toxicidad de la cepa BbP1 de Beauveria bassiana (Vuill) producida en medio de cultivo liquido a
base de melaza como fuente de carbono, las blastosporas producidas se utilizaron para preparar una serie de 6 diluciones
a concentraciones de 1.2x10° a 8.6x10° blastosporas/ml y determinar con ellas la Cl,, Se usé un bioensayo por inmersién
de circulos de hojas de frijol en las diferentes diluciones, y ¢omo control se utilizé agua destilada; las hojas inoculadas se
proporcionaron como alimento a 25 ninfas de 5 dias de desarrollo por dilucidn, en repeticiones; se usaron insectos
provenientes de una cria de Brachystola magna (Girard) establecida en laboratorio a 24°C y 60% HR. Se determiné la
mortalidad de las ninfas en cada concentracién a las 24, 48 y 72 horas despuésde su aplicacion, y su relacién con el tiempo
y concentracion, asi como el nimero de ninfas micosadas en una cdmara climatica a 25°C y 70% de HR. La cepa BbP1
causé una mortalidad de ninfas del 100%, a dosis de 1.2x10° y una mortalidad minima de 4% a dosis de 8.6x10°
blastosporas/ml. La CL, fue de 5.1x10° (2.8x10°-8.3x10% blastosporas/ml, mientras que ei mayor nimero de ninfas
micosadas a las 72 horas se presenté a las concentraciones 7x107 y 1.2x10° blastosporas/ml. Existi6 efecto sigmificativo entre
dosis y mortalidad (F=7.614, p=0.001), pero no asi entre tiempo y mortalidad (F=0.544, p=0.584).

PALABRAS CLAVE: Plaga de chapulin, Brachystola magna, Beauveria bassiana.
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ABSTRACT. The toxicological effects of Beauveria bassiana (Vuill) strain code BbP1, produced in a liquid medium culture
using molasses as carbon source, was assessment on 5 days old nimphs of Brachystola magna (Girard) colony reared in
laboratory at 24°C and 60% HR; blastospores produced were used to make a serial dilution at rate of 1.2x10° to 8.6x10°
blastospores/ml to calculate from them the LC,,, distilled water was used as a control A dipped leave bioassay was utilized,
bean’s leaves were inoculate with each dilution, and 25 nimphs were used per each dose with three replicates. Nimphs
mortalities were recorded in each concentration at 24,48 and 72h after dilutions were applied; LC,, was determinated, and
fungi infection time, using a climate chamber (25°C and 70% HR). The blastospores production using molasses was 1.2x10°
blastospores/ml. The strain BbP1 caused 100% of mortality of B. magna nimphs at dose of 1.2x10° and minimum mortality
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of 4% at dose of 8.6x10°. The LC,,was 5.1x10°, with fiducial limits of 2.8x10°-8.3x10° blastospores/ml, while the highest
number of the nimphs infected with fungi 72h after it was applied, was obtained at concentrations of 7x10” and 1.2x10°
blastospores/ml. There was statistical effect between dose-mortality (F=7.614, p=0.001), but there wasn’t ocurred between

time infection and mortality (F=0.544, p=0.584).

KEY WoRDS: Grasshopper pest, Brachystola magna, Beauveria bassiana.

En la region norte-centro de México, el chapu-
lin se ha presentado como plaga importante du-
rante los tltimos 5 afios en pastizales y cultivos
de maiz y frijol en los Estados de Zacatecas,
Durango y Chihuahua. El complejo chapulin in-
cluye a las especies Brachystola magna (Gi-
rard), B. ponderosa (Bruner), Melanoplus sp.,
Boopedon nubilum (Say), B. flaviventris (Bru-
ner), Acrolophitus maculipennis (Schudder) y
Sirbula admirabilis (Ulher) (Rivera, er al.
2000). En Durango, Brachystola magna es la
especie de mayor importancia econdmica, y se
presenta abundantemente en los meses de agosto
y septiembre causando dafios a los cultivos de
maiz y frijol en los municipios de Durango,
Guadalupe Victoria, Villa Ocampo, Santiago
Papasquiaro y Tepehuanes; actualmente el con-
trol del chapulin se realiza con la aplicacién de
insecticidas como Paratién metilico, Acefate y
Malatién (SAGAR, 2000).

En relacién al control bioldgico de ortdpteros,
se sabe que los hongos entomopatdgenos Ento-
mophaga grylli (Fresenius), Metarhizium spp. y
Beauveria bassiana son capaces de causar epizo-
tias en campo y lograr el control de las pobla-
ciones antes de que causen dafios de importancia
econdmica (Carruthers ef al., 1997; Bateman et
al., 1998). Jenkins er al. (1998) realizaron apli-
caciones exitosas de B. bassiana 'y Metarhizium
anisopliae (Sorokin) a nivel de campo sobre lan-
gosta, dentro del programa LUBILOSA (Lutte
Biologique contre le Locusts et les Sauteriaux)
en Africa, mientras que en México se han utili-
zado bioinsecticidas a base de los hongos M. a-
nisopliae, Metarhizium flavoviride (Gams Roz-
sypal) y B. bassiana para el control de la falsa

langosta Pterophila beltrani (Bolivar y Bolivar)
en Nuevo Le6n y Tamaulipas (Barrientos ef al.,
1998).

Respecto a la evaluacion de la efectividad toxi-
ca de hongos entomopatbgenos, Inglis er al.
(1996) determinaron la toxicidad de B. bassiana
sobre Melanoplus sanguinipes (Fabricius) a ni-
vel de laboratorio, utilizando 5pl de una suspen-
sién de conidios viables formulados en aceite a
concentraciones de 1x10° a 1x10° conidios/ml,
esta solucién se aplicé en discos de lechuga de
5mm de didmetro para alimentar ninfas del in-
secto y ponerlas en contacto con el patdgeno por
12h. La formulacién en aceite fue eficaz contra
ninfas de chapulines a una CL;,de 5.8x10° coni-
dios/ml; la micosis total se observd a los 14 dias
después de la inoculacién. Hernandez y Berlan-
ga (1998) evaluaron la toxicidad de cepas de M.
anisopliae, M. flavoviridae, B. bassianay P. fu-
mosoroseus (Wize), las cepas mds virulentas
fueron M. anisopliae y M. flavoviridae con un
tiempo letal 50 (TLyy) de 4.5 y 5 dias; las tres
cepas ocasionaron 100% de mortalidad, a los 8
dias después de haber estado en contacto con el
hongo.

Estos antecedentes muestran el efecto toxico
de conidios de hongos entomopatégenos sobre
ortopteros plaga; no obstante, la informacion de
toxicidad de blastosporas de hongos sobre insec-
tos plaga como el chapulin es escasa, por lo que
el presente trabajo tuvo por objetivo: Evaluar la
efectividad de blastosporas de Beauveria bassia-
na producidas en fermentador, utilizando un
medio de cultivo liquido a base de melaza, sobre
ninfas del chapulin B. magna de 5 dias de desa-
rrollo.

210



Folia Entomol. Mex., 41(2) (2002)

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el laboratorio de Ento-
mologia del Centro Interdisciplinario de Investi-
gacion para el Desarrollo Integral Regional del
Instituto Politécnico Nacional CIIDIR-IPN Uni-
dad Durango y en el 4rea de Biotecnologia In-
dustrial del Instituto Tecnolégico de Durango
ITD. El hongo fue producido en un fermentador
Marca Bioflo III de 71, utilizando melaza® co-
mo fuente de carbono, las condiciones de opera-
cion del fermentador fueron las siguientes:
Tiempo de incubacién 6 dias, volumen de traba-
jo 41, tamafio de inéculo 10%, temperatura
30°C, agitacién 200 rpm, aireacién 1.5 vvm y
pH 5.4; la composicién del medio de cultivo
fue: Melaza 12ml, (NH,),SO, 6g, KH,PO, 2.4g,
MgSO0, 0.5g, NaCl 0.1g, CaCl, 0.1g y 1l de

agua.

En la etapa de produccién se tomaron mues-
tras del fermentador cada 24 h para determinar
el nimero de blastosporas producidas durante la
fase de crecimiento exponencial la cual se pre-
sento a las 24h; el conteo final de blastosporas,
durante la fase estacionaria que inicio a los 4
dias, se realizd a los 6 dias de incubacion utili-
zando un hematocimetro, siguiendo la técnica
descrita por Goettel e Inglis (1994). El caldo de
cultivo proveniente del fermentador tuvo una
concentracioén de 1.2x10° blastosporas/ml, y fue
utilizado para preparar seis diluciones (cuadro
1); como control se uso agua destilada. A cada
dilucién se le agregé una gota de adherente
(0.05ml) dispersante ADH para homogenizar la
muestra.

Cuadro 1

Porcentaje de mortalidad y promedio de ninfas de B. magna causada por blastosporas de cepa BbP1 de B. bassiana.

Dosis Tiempo Efecto
Blastosporas/ 24 h 48 h 72h Dosis- mortalidad  Tiempo-mortalidad
ml %-X %-X %-X

1.2x10° 96-72 100-75 100-75 *F = 7.614 F = 0.544
7x107 80-60 92-69 96-72 *p = 0.001 p = 0.584

2.3x107 72-54 76-57 80-60

7.77x10° 52-39 68-51 72-54

2.6x10° 20-15 2821 36-27

8.6x10° 1-1 1-1 43

TESTIGO 0-0 0-0 0-0

* Existe efecto significativo (p£0.05) ANOVA/MANOVA.

La cria masiva del chapulin se establecié en un
invernadero del INIFAP-SAGAR Durango, uti-
lizando jaulas de 1x0.8x0.5m. La cria se inicio
con chapulines adultos colectados en pastizales
en San Juan del Rio, Dgo, en el mes de julio del
2000, los insectos se confinaron sobre plantas de
frijol cultivadas en macetas, las cuales les sir-

vieron como alimento; dentro de las jaulas se
colocaron charolas con arena blanca lavada con
una solucién de cloralex al 1%, la arena se utili-
z4 como sustrato de 10cm de espesor para la o-
viposicién de las hembras; las ootecas se reco-
gieron a partir del mes de agosto y septiembre,
y se pusieron en cajas petri sobre papel filtro, la
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incubacién de huevecillos se realizé en una ca-
mara climdtica ajustada a 24°C y 60% de HR
hasta la eclosion de las ninfas.

Se utilizé el método de bioensayo por inmer-
sién para lo cual circulos de hojas de frijol de
50 mm de didmetro fueron inmersas en cada una
de las diferentes diluciones por un tiempo de 3
minutos, después se dejaron secar por un perio-
do de 5 minutos; posteriormente los insectos se
transfirieron a cajas Petri de 55cm de didmetro
en grupos de 5 ninfas/caja y finalmente se colo-
caron en la cdmara climatica. Las hojas inmer-
sas sirvieron como medio de contacto hongo
—insecto y fuente de alimento durante 72h; en
cada dilucién se usaron 25 ninfas por tratamien-
to, con 3 repeticiones. Se determind el nimero
de insectos muertos a las 24, 48 y 72h. Para
analizar el efecto de las diferentes concentracio-
nes y el efecto del tiempo de contacto insecto-
hongo en la mortalidad de ninfas, se uso el pro-
grama ANOVA/MANOVA del paquete Statis-
tica (1993) con un disefio factorial de dos entra-
das. Para determinar la concentracién letal 50
(Clyp) de la cepa estudiada, se utilizé el progra-
ma PC Polo (1987). Los insectos tratados se
mantuvieron en una cdmara de cria a 25°C y
70% de HR, durante el mismo periodo de tiem-
po para observar el desarrollo de la micosis y
determinar el nimero de insectos micosados en
cada dilucién.

RESULTADOS Y DISCUSION

La produccién de blastosporas de B. bassiana
en medio de cultivo liquido a base de melaza fue
de 1.2x10° blastosporas/ml, con un tiempo de
incubacién de 6 dias. En el cuadro 1 se observa
el porcentaje de mortalidad de ninfas de B. mag-
na a las 24, 48 y 72h después de que el hongo €
insectos estuvieron en contacto, asi como la
mortalidad promedio en cada dilucién. En estos
datos se observa que la concentracién de
1.2x10° de la cepa de B. bassiana BbP1 caus6

una mortalidad méxima de 100% a las 48 y 72h,
mientras que la minima fue de 4% en la concen-
tracién de 8.6x10° a las 72h, lo cual indica la
susceptibilidad del insecto y la toxicidad de la
cepa a las concentraciones evaluadas. La Clg,de
la cepa BbP1 sobre B. magna tuvo un valor de
5.1x10° blastosporas/ml, con limites fiduciales
de 2.8x10°-8.3x10° y un valor de pendiente de
1.7 £ 0.1, este tltimo valor indica una respues-
ta homogénea de los insectos de prueba al téxico
(Cuadro 2). Resultados de toxicidad de conidios
de B. bassiana mejores fueron encontrados por
Inglis et al. (1996) a concentraciones de
5.8x10%-1.0x10° conidios/ml sobre ninfas de 14
dias de edad de M. sanguinipes, sin embargo en
este trabajo es importante destacar que los cuer-
pos infectivos fueron blastosporas producidas en
medio de cultivo liquido y las ninfas tuvieron
solo 5 dias de edad, a diferencia de los 14 dias
de edad de M. sanguinipes. Los insectos mani-
festaron el inicio de la invasién del hongo a las
24h, quedando totalmente cubiertos por micelio
alas 72h, después de haber aplicado las diferen-
tes dosis. El mayor nimero de insectos micosa-
dos se presentd en las diluciones con concentra-
ciones de 1.2x10°y 7.0x10’ disminuyendo nota-
blemente en el resto de las diluciones (figura 1).
El resultado de los datos analizados con el pro-
grama ANOVA/MANOVA, con el disefio co-
rrespondiente indicaron que existié un efecto di-
recto de las diferentes concentraciones sobre la
mortalidad de ninfas (F=7.614, p=0.001), pero
no asi con el tiempo de infeccién (F=0.544,
p=0.584). Esto significa que a mayor dosis,
mejor respuesta al toxico; sin embargo en esta
prueba el tiempo para que se manifieste la mico-
sis no depende de la dosis si no que de algunos
otros factores como tamaifio, peso y susceptibi-
lidad de los insectos a la cepa evaluada. Otro as-
pecto importante es que el tipo de bioensayo por
inmersion de hojas de frijol usado en este ex-
perimento fue efectivo para propiciar la conta-
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Cuadro 2

Cl,, limites fiduciales y pendiente del blastosporas de la cepa BbP1 en B. magna

Cl,, n

Limite de confianza Pendiente

5.1 X 10° 525

2.8X10°-8.3 X 10° 1.7 £0.1

minacién de los insectos de prueba por ingestion
del inéculo y por contacto, confirmando con
esto los resultados obtenidos por Inglis e al.
(1996), quienes utilizaron discos de lechuga con
un indculo del agente toxico, logrando la infec-
cién de los insectos. Sin embargo, el bioensayo
por inmersién utilizado en este trabajo fue prc-
tico y efectivo, lo que permite contar con un
método rapido para evaluar la efectividad téxica
de hongos entomopatdgenos sobre insectos como
el chapulin.

CONCLUSIONES
La produccién de blastosporas de B. bassiana
en medio de cultivo liquido a base de melaza fue

de 1.16x10° blastosporas/ml, con un tiempo de
incubacién de 6 dias. La toxicidad de blastos-
poras de la cepa BbP1 de B. bassiana, sobre
ninfas de 5 dias de desarrollo de B. magna fue
de 100%, a una concentracién de 1.2x10° y 4%
en la concentracién 8.6x10° blastosporas/ml,
respectivamente. La concentracion de blastospo-
ras tuvo una relacién directa con la mortalidad
de ninfas, pero no asi con el tiempo de infeccion
del insecto con el hongo. La Cl;, de la cepa
BbP1 fue de 5.1x10° blastosporas/ml, sobre nin-
fas de 5 dias de desarrollo de B. bassiana. El
bioensayo por inmersién de discos de hoja de
frijol resulto ser préctico y efectivo para lograr
la infeccion de los insectos de prueba.
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Figura 1. Ninfas de B. magna infectadas con blastosporas de B. bassiana BbP1.
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