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RESUMEN

Cocom, M. 2006. Evaluacion de la susceptibilidad de Spodoptera frugiperda a BAZAM®
(Beauveria bassiana) en Zamorano. Proyecto especial de Ingeniero Agronomo. Zamorano,
Honduras. 21 p.

El hongo entomopatéogeno Beauveria bassiana es un importante ejemplo de control
biologico por su efectividad para colonizar sus hospederos. El objetivo del estudio fue
determinar la susceptibilidad de Spodoptera frugiperda a BAZAM® (Beauveria bassiana),
en el laboratorio de control bioldgico de la Escuela Agricola Panamericana. Se utilizo
BAZAM" (Beauveria bassiana) con una concentracion de 4.1 x 10° conidias/gramo de
producto comercial (800 ppm). El bioensayo de la linea base consistio en evaluar
BAZAM® para determinar la concentracién letal media y la concentracion letal noventa
para lo cual se utilizaron 100 larvas por cada tratamiento. Para definir las concentraciones
del ensayo de la linea base se determind una concentracion maxima de 1745 ppm y una
concentracion minima de 25 ppm y se escogieron ocho concentraciones equidistantes
logaritmicamente entre la concentracion maxima y minima. Para la inoculacion, se
sumergieron las larvas de tercer estadio en la solucion de BAZAM® por cinco segundos y
después se colocaron en vasitos con dieta artificial. Utilizando el programa Probit se
analizaron los datos de mortalidad del bioensayo de la linea base a los siete dias y se
determino el valor de la concentracion letal media el cual de 119 ppm entre el rango de 80
ppmy 174 ppm vy el valor de la concentracion letal 90 fue de 1105 ppm entre el rango de
601 ppm y 2154 ppm. La ecuacién de la linea de regresion que se utilizo fue Y = (5.2640
+ 5.5760) + (1.3243 + 0.1590) % (x), donde Y es la mortalidad y X la concentraciéon Log.
La concentracion letal sesenta de 255 ppm se utilizo para la Dosis Diagnostica y después
de ser evaluada contra el testigo tuvo una diferencia significativa de P <0.001.

Palabras clave: CL5, control biologico, entomopatogeno
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se han hecho muy populares los alimentos llamados organicos,
demostrando el interés de mucha gente por un cambio positivo en la alimentacion y
también la desconfianza en la seguridad y produccion de los alimentos convencionales. En
la produccion organica es usar hongos para el control de insectos, llamados hongos
entomopatogénicos. Estos hongos ocurren frecuentemente en la naturaleza y a menudo
causan reducciones significativas en poblaciones de insectos (Carballo y Hidalgo 2000) El
hongo Beauveria bassiana es un importante ejemplo de control bioldgico por su
efectividad para colonizar sus hospederos.

El cogollero Spodoptera frugiperda es una especie polifaga que se encuentra difundida
desde Canada hasta el sur de Argentina (Rizzo, De la Rosa 1992), provocando grandes
perdidas en los rendimientos de varios cultivos en distintos pais latinoamericanos. En
Centro América es la plaga mas importante del maiz y la principal plaga del sorgo
(Andrews 1984). En Honduras es una plaga importante debido a que se alimenta del
cultivo de mayor consumo que es el maiz (Zea mays).

En Argentina se han realizado algunos trabajos sobre enemigos naturales de Spodoptera
frugiperda (Avalos 1988, De Santis 1989) y se observaron que Beauveria bassiana tiene
un efecto dafiino sobre las larvas provocando hasta un 100% de mortalidad. La
patogenicidad y virulencia de cada cepa de Beauveria bassiana depende de donde fueron
aisladas y en que substrato o insecto fueron reactivadas (Lecuona 1996). Como cualquier
producto de control bioldgico se necesita un excelente manejo de temperatura de
almacenamiento; para Beauveria bassiana a una temperatura de 15°C o menos no hay
pérdida de la viabilidad de las conidias sin importar la humedad relativa y el pH.

En el laboratorio de Control Biologico de Zamorano se realiza una produccion semi-
industrial de hongos entomopatdgenos introduciendo al mercado BAZAM®, un producto
que esta formulado en una presentacion de polvo mojable que contiene conidias de
Beauveria bassiana. Este ensayo se realizo con la finalidad de determinar la
susceptibilidad de Spodoptera frugiperda al efecto de Beauveria bassiana. Para esto se
llevard acabo un bioensayo de la linea base de susceptibilidad utilizando varias
concentraciones de BAZAM® (Beauveria bassiana). Con los resultados del bioensayo de
la linea base de susceptibilidad y el programa Probit (Finney 1971) se estimé la
concentracion letal media y la concentracion letal noventa. Por ultimo se realizd un
bioensayo de la dosis diagndstica para comparar la concentracion letal sesenta contra el
testigo buscando obtener diferencia significativa.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LOCALIZACION

La investigacion se realizé entre Agosto y Octubre de 2006 en el Laboratorio de Control
biologico de la Escuela Agricola Panamericana, ubicada en el valle del Yeguare a 800
msnm, con una temperatura promedio de 24°C y una precipitacion media anual de 1100
mm.

2.2 CRIA DE Spodoptera frugiperda

Se utilizaron masas de huevos de adultos de Spodoptera frugiperda obtenidos de la
colonia susceptible del Laboratorio de Control Bioldgico. Las masas de huevos se
colocaron en vasitos de una onza fluida con 10 mL de dieta artificial. Las larvas de los
huevos que eclosionaron a los cuatro dias se colocaron en vasitos individuales con dieta y
se dejaron crecer hasta cumplir el segundo estadio para ser utilizadas en los bioensayos.

2.3 DIETA ARTIFICIAL

Las larvas de Spodoptera frugiperda fueron alimentadas con dieta artificial, la cual se
elabord de acuerdo al siguiente procedimiento: se hirvieron 10 L de agua y luego se
agregaron los granos de frijol y arroz. Se mantuvo por 45 minutos hasta que perdieron su
dureza, después se agregd el resto de ingredientes uno por uno mezclandolos lentamente
en la olla. La mezcla se hirvid por tres minutos y enseguida se licué agregando a cada
vasito 10 mL de dieta la cual se dejo en reposo hasta que se solidificé (Cuadro 1).



Cuadro 1. Ingredientes de la dicta artificial para Spodoptera frugiperda, Zamorano,
Honduras, 2006.

Ingredientes Cantidad (g)
Agar 110
Frijol de Soya 250
Germen de Trigo 200
Proteina de Soya 200
Leche en polvo 140
Levadura 200
Acido Ascorbico 18
Acido sorbico 9
Vitaminas 30
Tetraciclina 250 (mg)
Formalina pura 18 (mL)
Metil parabenceno 15

Rinde para 900 vasitos de plastico, un total de 30 bandejas (10 mL/vasito)

2.4. BIOENSAYO DE LA LINEA BASE

El bioensayo de la linea base fue la evaluacion de ocho concentraciones de BAZAM®
(Beauveria bassiana) para determinar la concentracion letal media (CLsp) y la
concentracion letal 90 (CLgy) usando el programa estadistico Probit (Finney 1971). Se
utilizaron 20 larvas de segundo estadio de Spodoptera frugiperda por cada repeticion y se
realizaron cinco repeticiones con un total de 100 larvas por tratamiento.

2.4.1 Tratamientos

Para definir los tratamientos del ensayo de la linea base se determind una concentracion
maxima de 1.745 ppm y una concentracion minima de 25 ppm. Se escogieron ocho
concentraciones equidistantes logaritmicamente entre la concentracion méxima y minima.
En cada soluciéon se utilizo como diluyente agua destilada y se le agregd adherente
BIOMEX®™ a una proporcién de un mL/L de agua destilada. El testigo contenia agua
destilada y adherente solamente. El adherente se uso para asegurar que las conidias del
hongo se fijen al cuerpo de la larva.

Las concentraciones para el bioensayo de la linea base fueron 1745 ppm, 951 ppm, 520
ppm, 283 ppm, 155 ppm, 85 ppm, 45 ppm y 25 ppm de BAZAM" formulado a una dosis
de 240 gramos de producto comercial por hectirea con una concentracion de 4.1x10°
conidias/g. (Cuadro 2).



Cuadro 2. Concentracion en partes por millon y numero de conidias en cada tratamiento
para determinar la susceptibilidad de Spodoptera frugiperda a BAZAM®, Zamorano,
Honduras, 2006.

Tratamiento ppm Conidias g PC/L
(Testigo) 0 0 0
1 1745 7.00 x 10® 1.75
2 951 3.80 x 10® 0.95
3 520 2.08 x 10® 0.52
4 283 1.12 x 108 0.28
5 155 6.40 x 10’ 0.16
6 85 3.60 x 10’ 0.09
7 45 2.00 x 10’ 0.05
8 25 1.20 x 10’ 0.03

g PC = gramos de producto comercial (BAZAM®).
Se utilizé un volumen base de 300 litros de agua por hectarea

2.4.2 Diluciones

La solucion madre de 1745 ppm se preparé mezclando 400 mL de agua destilada y 0.70 g
de BAZAM" con un agitador magnético; de esta mezcla se extrajo 218 mL de la solucién
madre y se mezclaron con 182 mL de agua destilada para llegar a una concentracion de
950 ppm. De la solucion de 950 ppm se extrajo 218 mL y se mezclaron con 182 mL de
agua destilada para llegar a una concentracion de 520 ppm de esta manera se prepararon
todas las otras soluciones. (Cuadro 3)

Cuadro 3. El proceso de dilucién apartir la solucion 1745 ppm para obtener las soluciones
del ensayo de Linea Base, Zamorano, Honduras, 2006.

Solucion Cantidad de Solucion ~ Agua Destilada Nueva Solucién*
(ppm/400 mL) (mL) (mL) (ppm/400 mL)

1745 218 182 951

951 218 182 520

520 218 182 283

283 218 182 155

155 218 182 85

85 218 182 45

45 218 182 25

*Cantidad de Solucion + Agua destilada = Nueva Solucion

2.4.3 Inoculacion

Las larvas de Spodoptera frugiperda de segundo estadio se sumergieron por cinco
segundos en cada dilucion de BAZAM®, luego se colocaron individualmente en vasitos



pléasticos con 10 mL de dieta artificial. El testigo se sumergid en la solucién de agua
destilada y adherente, luego se colocd en los vasitos con dieta artificial. A los vasitos
plésticos se les colocaron tapaderas plasticas las cuales permitieron el intercambio gaseoso.
Cada repeticion fue colocada en bandejas plasticos y luego fueron llevadas a una cuarto de
cria bajo condiciones de temperatura de 28 + 1°C, humedad relativa de 65 + 5% y
fotoperiodo de 12:12 horas-luz.

2.5. BIOENSAYO DE LA DOSIS DIAGNOSTICA

La dosis diagnostica (DD) se determiné a partir de los bioensayos realizados de la linea
base de BAZAM" para las larvas de segundo estadio de Spodoptera frugiperda. Se usaron
20 larvas como testigo y 20 fueron inoculadas con la concentracion obtenida en la linea
base de (CLgyp) que se conoce como la dosis diagnostica de BAZAM® (Beauveria
bassiana.). Se realizaron cinco repeticiones y se utilizaron 200 larvas de segundo estadio
de Spodoptera frugiperda.

2.5.1 Dilucién

La dosis diagndstica se prepard a partir de una concentracion de 119 ppm usando 400 mL
de agua destilada y 0.0476 g de BAZAM®y adherente a una proporcion de un mL/L. El
procedimiento de la preparacion de la dieta para los bioensayos de la dosis diagndstica y el
método de inoculacion se hizo de igual manera que el ensayo de la linea base. Las vasitos
plasticos con las larvas inoculadas y las larvas del testigo fueron colocadas en una cuarto
de cria bajo condiciones controladas temperatura de 28 + 1°C, humedad relativa de 65 +
5% y fotoperiodo de 12:12 horas-luz.

2.6 VARIABLES A MEDIR

A los siete dias se evaluaron las siguientes variables: nimero de larvas muertas, nimero
de larvas vivas, peso total de larvas vivas en gramos. En el testigo solamente se permitid
una mortalidad del 10% de larvas por repeticion, si este porcentaje era mayor se repetia la
repeticion.

2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del ensayo de la linea de base se utilizaron para determinar la
concentracion letal media (CL so) y la concentracion letal 90 (CLgg) con el programa
Probit (Finney, 1971) con un margen de error de 5% (P<0.05).

La dosis diagnostica se analizd con el programa “Statistical Analysis System” (SAS®™
2000) con un nivel de significancia exigido de P<0.05.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 TRATAMIENTOS DE ENSAYO DE LA LINEA BASE

Debido a que la cepa Bb Zamorano (Beauveria bassiana) es virulenta, con menor
unidades formadores de colonia tuvo una mayor mortalidad que los resultados obtenidos
por (Faria et al. 1991). El substrato o insecto en el cual se reactiva el hongo
entomopatdgeno influye mucho en la virulencia hacia la plaga (Lecuona y Diaz 1996);
cabe mencionar que la cepa Bb Zamorano fue reactivada en Spodoptera frugiperda.

3.1.1 Concentracion Letal Media (CLsp) y Concentracion Letal Noventa (CLg)

Los datos de mortalidad de larvas del bioensayo de la linea base colectados fueron
analizados en el programa Probit (Finney 1971). El valor del CLsy fue de 119.07 ppm
entre el rango de 80.20 ppm y 174.17 ppm y el valor del CLy, fue de 1105.72 ppm entre el
rango de 601.25 ppm y 2154.33 ppm.

La linea de regresion obtenida por el programa Probit estd compuesta por la ecuacion:
Y = A + pendiente x(x) A =5.2640 + 5.5760

Y =(5.2640 £ 5.5760) + (1.3243 + .1590) x (x) Pendiente = 1.3243 + .1590
Variancia de CL5y = 2.0181

Chi-cuadrado = 13.8186

Probabilidad < 0.05

Y es la mortalidad

X la concentracion en valores Log

Para graficar la linea de regresion se tomaron los valores de mortalidad el eje Y y
concentracion de cada tratamiento transformado en el valor Log en el eje X. Se tomo
como valor maximo la CLgy y como minimo la CL,, debido a que los datos de porcentaje
de mortalidad de larvas corregida en el bioensayo de la linea base se encontraron entre
este rango (Figura 1).
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* Concentracion letal media 119 ppm (2.07 Log)

Figura 1. Linea de regresion mostrando las concentraciones letales contra la concentracion
(ppm) en valores logaritmicos y la mortalidad de Spodoptera frugiperda en cada
concentracion de BAZAM®.

3.1.2 NUumero y peso de larvas vivas
Un 60% de las larvas se murieron entre el cuarto y sexto dia mientras que las larvas que

permanecieron vivas fueron pesadas siete dias después de ser inoculadas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Mortalidad, mortalidad de larvas esporuladas y peso promedio de las larvas
vivas después de siete dias de ser inoculadas con BAZAM®, Zamorano, Honduras, 2006.

Tratamiento Muertas Esporuladas Peso Promedio
(ppm) (%) (%) (g)
0 10 0 0.302
25 28 19 0.263
45 24 16 0.251
85 55 27 0.233
155 63 48 0.223
283 71 60 0.204
520 85 73 0.212
951 92 88 0.193
1745 90 80 0.156

Se encontraron larvas muertas al siguiente dia de ser inoculadas por razones desconocidas,
al igual que en el testigo. Las larvas del testigo tuvieron un crecimiento normal y al final
del séptimo dia se encontraban en el 5-6 estadio con un peso promedio de 0.302 g por
larva mientras que las larvas que fueron inoculadas con la concentracion de BAZAM® de
1745 ppm tuvieron larvas con peso promedio de 0.156 g, 50% menos peso que las larvas
del testigo.



3.2 DOSIS DIAGNOSTICA

Después de determinar la concentracion letal sesenta (CLgo) en el programa Probit (Finney
1971) se evaluo esta co °ncentracion contra el testigo, el mismo que obtuvo una
mortalidad del 8% mientras que en la dosis diagnostica (concentracion CLgo de BAZAM®)
se obtuvo una mortalidad del 63% (Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis del porcentaje de mortalidad, mortalidad corregida y esporulacion de
larvas en el bioensayo de dosis diagnostica, Zamorano, Honduras, 2006.

Tratamientos Mortalidad Mortalidad corregida Esporulacion
Dosis Diagnostica 63a’ 59.7 46
Testigo 8b 0.0 0

§ Valores con letras diferentes no son iguales (P < 0.001)
Coeficiente de variacion = 11.92

La mortalidad de la dosis diagnostica fue corregida usando la férmula Abbott (Abbott
1925), la misma que tomo6 en cuenta la mortalidad del testigo por tal razén se la considerd
mas exacta. El resultado obtenido fue de 59.7% para la dosis diagnodstica en la que se
obtuvo una diferencia significativa entre la dosis diagnodstica y el testigo menor a 0.001 (P
<0.001).

Formula Abbott

(Mortalidad obtenida - Mortalidad del testigo)
100 - Mortalidad del testigo

x 100







4. CONCLUSIONES

Spodoptera frugiperda mostré6 mayor susceptibilidad a un concentracion de 950 ppm de
BAZAM?® (Beauveria bassiana), esto es equivalente a 285 gramos de producto comercial
por hectérea.

Utilizando el programa Probit (Finney 1971) se determind una concentracion letal media
de 119 ppm y una concentracion letal noventa de 1105 ppm.

En la dosis diagnostica se utilizé la CLgy (255 ppm) y se tuvo diferencias significativa
contra el testigo de P<0.001.



5. RECOMENDACIONES

Inocular en los ensayos de laboratorio las larvas de Spodoptera frugiperda el dia que
cambian de instar para evitar perder las conidias cuando la larva mude.

Utilizar BAZAM®™ (Beauveria bassiana) a un concentracion de 1105 ppm (331.5g/ha) el
CL90 para probar su efectividad para el control de Spodoptera frugiperda en un cultivo de
maiz a campo abierto.
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