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Resumen

Diatraea saccharalis es considerada la plaga mds limitante del cultivo de cafia de azdcar en
América, causando grandes pérdidas en la produccién. El objetivo del trabajo fue evaluar el
efecto de hongos entomopatdgenos comerciales y nativos y de la bacteria Bacillus thuringiensis
var. kurstaki como potenciales controladores biolégicos de este insecto plaga. Se evalu la pa-
togenicidad y virulencia de 6 hongos entomopatdgenos comerciales, 1 hongo nativo (Bb-HN1)
y la bacteria Bacillus thuringiensis sobre larvas de primer instar de Diatraea; bajo condiciones de
laboratorio y semicampo. Los productos Safer mix®, Dipel®, Insecbiol® y el aislamiento nativo
Bb-HN1 presentaron mortalidad del 100, 100, 62 y 70%, respectivamente. Los tratamientos
mds virulentos de acuerdo a su tiempo letal y concentracién letal media fueron Dipel® (1,3
dias y 1,6% ui/ml), Safer mix® (12,5 dfas y 5,3° ui/ml) y Bb-HN1 (22,3 dias y 1,6° ui/ml)
respectivamente. También se evidencio un posible sinergismo entre el hongo B. bassiana y la
bacteria B. thuringiensis, y una disminucién del dano causado por las larvas a las semillas de
cafa panelera tratadas con los productos Dipel® y Bb-HN1 en condiciones de semicampo.
El producto B. thuringiensis (Dipel”) en mezcla con el hongo Bb-HNI1 se presentan como
alternativa para el manejo integrado de la plaga.

Palabras clave: control biolégico, manejo integrado de plagas, cana panelera, Bacillus
thuringiensis.

BIOLOGICAL ACTIVITY OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI
AND BACTERIA ON Diatraea saccharalis Fabricius (LEPIDOPTERA:
CRAMBIDAE)

Abstract

Diatraea saccharalis is considered the most limiting pest of sugarcane crops in America gen-
erating great losses in production. The main aim of this study was to evaluate the effect of
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commercial and native entomopathogenic fungi and the bacterium Bacillus thuringiensis var.
kurstaki as potential biological controls of this insect pest. The pathogenicity and virulence
of six commercial entomopathogenic fungi, one native fungus (Bb-HN1) and the bacterium
Bacillus thuringiensis on first instar larvae of Diatraea under laboratory and field conditions
was evaluated. The commercial products mix®, Dipel® and nsecbiol® as well as the native isolate
Bb-HN1 showed mortality rates of 100, 100, 62 and 70%, respectively. The most virulent
treatments according to their lethal and median lethal concentration were Dipel® (1.3 days
and 1.6* IU/ml), Safer mix® (12.5 days and 5.3° IU/ml) and Bb-HN1 (22.3 days and 1.6°
[U/ml) respectively. A possible synergism between the fungus B. bassiana and the bacterium
B. thuringiensis, and a damage reduction caused by the larvae to sugarcane seeds treated with
the products and a damage reduction caused by the larvae to sugarcane seeds treated with the
products Dipel® and Bb-HN1 under semi-field conditions was also found. The product B.
thuringiensis (Dipel®) mixed with the fungus Bb-HNT1 is presented as an alternative for the
integrated management of the pest.

Key words: biological control, integrated pest management, sugarcane, Bacillus thuringiensis.

INTRODUCCION

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) es una de las principales plagas que
ataca la cafa, causando grandes perjuicios a la produccion final y su control implica
directamente el aumento de la productividad (GALLO ez al., 2002; POLANCZYK e#
al., 2004; VARGAS et al., 2013). Las larvas de D. saccharalis ocasionan disminucién
en la germinacién de la semilla, corazones muertos en las plantas jévenes, cogollos
muertos en las plantas més viejas, tallos quebrados y crecimiento reducido de los tallos
atacados que sobreviven al ataque (MENDONGCA, 1996; BOTELHO & MACEDO,
2002; GALLO et al., 2002; PARRA et al., 2002; PINTO et al., 20006).

Las pérdidas ocasionadas por D. saccharalis y la importancia que presenta el cultivo
de cafa panelera en nuestro pais, conllevan a buscar alternativas para su manejo que
sean ecoldgica y econdmicamente viables (MOJICA & PAREDES, 2004).

La necesidad de adoptar nuevas tecnologfas para el control de plagas ha orientado
las investigaciones hacia el uso de bioinsecticidas que, actuando de manera similar
a los plaguicidas convencionales, no ocasionan problemas como la resurgencia de
plagas, la induccién de nuevas plagas y la contaminacién del medio ambiente, entre
otras (CABRERA & PINEDO, 1994; ESTRADA ez al., 2004; BADII ¢z al., 20006;
CRANSHAW, 2014).

Varios métodos de control son utilizados para minimizar las pérdidas ocasionadas
por accién de la plaga, como el control cultural, por medio de la rotacién de cultivos
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y de la siembra de variedades resistentes; ademds de estos, el control biolégico con
los parasitoides 7richogramma exiguum (Hymenoptera: Trichogrammatidae), Cozesia
flavipes (Hymenoptera: Braconidae), Billaea claripalpis y Lydella minense (Diptera:
Tachinidae), con la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), o con hongos entomopatégenos
como Metarhizium anisopliae y Beanveria bassiana (ALVES et al., 1985; LECUONA
et al., 1996; WENZEL ez al., 2006; OLIVEIRA ez al., 2008a, b; ZAPPELINI ez al.,
2010; GUO et al., 2012; SVEDESE et al., 2013; ZHANG et al., 2013). Diversos
estudios de compatibilidad con productos fitosanitarios son realizados, en condiciones
de laboratorio, para evaluar su selectividad a microrganismos y potencializar su
accion en el manejo integrado de plagas (YASEM ez al., 2008; ISLAM ez al., 2010;
BLANFORD ez 4l., 2011; SABBOUR & ABDEL-RAHMAN, 2013; ZAHRAN ez
al., 2013).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de hongos entomopatégenos
comerciales y nativos y de la bacteria Bacillus thuringiensis var. kurstaki para el control
de D. saccharalis, con el fin de incrementar la productividad del cultivo, ademds de
asegurar el crecimiento sustentable del pais.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Laboratorio de Entomologia y en el Centro de Investigacion
y Cria de Enemigos Naturales de la Universidad de Caldas, ubicado en el municipio de
Manizales (Coordenadas: 5°05'Ny 75°40” W). Se evaluaron los siguientes productos
comerciales sobre larvas de primer instar de D. saccharalis: Metaril® (M. anisopliae),
Insecbiol® (B. bassiana, M. anisopliae, P fumosoroseus, P lilacinus, B. thuringiensis,
Baculovirus), Bauberiasil® (B. bassiana), Micosplag® (P lilacinus, M. anisopliae, B.
bassiana), Safer mix” (B. bassiana, M. anisopliae, L. lecanii, B. thuringiensis), Micosis®
(B. bassiana), Dipel® (B. thuringiensis var. kurstaki) y Bb-HN1 (Cepa nativa de B.
bassiana aislada de larvas de Diatraea, suministrada por el Centro Bekdau de la

Universidad de Caldas).
Evaluacién de la patogenicidad

Se determin la patogenicidad que ejercen dichos productos microbiolégicos sobre
larvas de Diatraea, para lo cual se infestaron 5 larvas de primer instar de Diatraea
por caja Petri previamente esterilizada, por tratamiento, y se aplicaron los productos
a una concentracién de 2 x 10° unidades infectivas/ml (ui/ml) de agua, para lo cual
se utilizé un hemocitémetro marca Boeco para el conteo de las esporas. La cepa del
hongo nativo (Beauveria bassiana Bb-HN1) se aplicé a la misma concentracién de
los productos comerciales (2 x 10° ui/ml de agua). La inoculacién de las larvas se
realizé mediante la inmersién de las mismas en la suspensién correspondiente al
tratamiento evaluado durante un minuto, salvo el tratamiento testigo cuyos insectos
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se sumergieron en agua destilada estéril. Las larvas se ubicaron en una incubadora
marca Scientific a temperatura de 26+1°C y humedad relativa de 70£10%. Se utilizd
un disefio completamente al azar con 10 repeticiones por tratamiento. Para el andlisis
estadistico se utiliz6 el programa SAS 9.1 y se realizaron pruebas de Tukey al 5%.

Evaluacién de la virulencia

A los tratamientos que presentaron mayor patogenicidad en la fase anterior, se les
evalud la virulencia ocasionada a las larvas de Diatraea, para lo cual se infestaron 10
larvas de primer instar de Diatraea por caja Petri, por tratamiento, y se aplicaron los
productos a concentraciones de 5 x10%, 1 x 10%,2 x 10° y4 x 10°ui/ml de agua, para
lo cual se usé un hemocitémetro marca Boeco para el conteo de las esporas. Igual que
en el experimento anterior, la inoculacién de las larvas se realizé6 mediante la inmersién
de las mismas en la suspensién correspondiente al tratamiento evaluado durante un
minuto, salvo el tratamiento testigo cuyos insectos se sumergieron en agua destilada
estéril. Las larvas se ubicaron en una incubadora marca Scientific a temperatura de
26+1°Cy humedad relativa de 70+10. Se utiliz6 el disefio completamente al azar, con
7 repeticiones por tratamiento y se realizaron pruebas de Tukey al 5%. Los datos se
procesaron por los modelos de regresién Probit y Logit, y se utilizaron los programas
estadisticos SAS 9.1 y Curve Expert Profesional 2.0.

Evaluacién del sinergismo ocasionado por los productos

Debido a que los productos utilizados estdn compuestos por mezcla de hongos
entomopatdgenos y otro producto a base de la bacteria B. thuringiensis, se evalué el
posible sinergismo que existe entre ellos. Los productos a base de hongos se ajustaron
a una concentracién de 2 x 10°ui/ml (CL, ), y el producto que contenfa la bacteria
se aford a una concentracién de 1 x10*ui/ml. Se emplearon 10 larvas por caja Petri,
con 10 repeticiones por tratamiento, las cuales se ubicaron en incubadora marca
Scientific a 2621°C de temperaturay humedad relativa del 70 £10%. La inoculacién
de las larvas se realizé mediante la inmersién en la suspensién correspondiente al
tratamiento evaluado durante un minuto, los insectos correspondientes al tratamiento
testigo se sumergieron en agua destilada estéril durante un minuto. Se utilizé el diseno
completamente al azar y para el andlisis los programas estadisticos SAS 9.1 y Curve
Expert Profesional 2.0.4.

RESULTADOS Y DISCUSION
Patogenicidad de los aislamientos

Todos los tratamientos evaluados fueron patogénicos a las larvas de D. saccharalis,
ocasionando mortalidad entre el 30 y 100%. E1 25% de los tratamientos del bioensayo
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ocasionaron mds del 95% de mortalidad (Safer mix® y Dipel®), mientras que el otro
75% no superaron el 70% de mortalidad (Insecbiol, Bauberiasil, Micosplag, Micosis
y Bb-HN1); el producto Metaril no superé el 50% de larvas muertas de Diatraea.

En cuanto a la mortalidad de las larvas de D. saccharalis ocasionada por los diferentes
productos en la fase de laboratorio, el andlisis de varianza indica que se presentaron
efectos estadisticamente diferentes de los tratamientos (Pr <.0001). Los productos
Safer mix, Dipel, Bb-HN1 e Insecbiol ocasionaron la mayor mortalidad a las larvas
de D. saccharalis (100, 100, 70 y 62%), respectivamente. Aunque estadisticamente los
productos Insecbiol y Bb-HN1 no presentaron diferencia estadistica significativa con
respecto a los tratamientos Micosis, Miscosplag y Bauberiasil. El tratamiento con menor
accion bioinsecticida fue Metaril, ya que ocasioné el 30,92% de mortalidad (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad ocasionado a las larvas de Diatraea por los diferentes productos.

Producto Tukey agrupacién %;\r/g;rlf;iad
Safer mix A* 100
Dipel A 100
Bb-HNI1 B 70
Insecbiol B 62
Micosis B 59,06
Micosplag B 58,64
Bauberiasil B 55,26
Metaril C 30,92

(*) Tratamientos con igual letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

En la Figura 1 se puede observar el efecto de las aplicaciones de los productos sobre
las larvas de D. saccharalis. En todas las larvas esporulé el hongo B. bassiana.
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Bauberiasil

Figura 1. Larvas de D. saccharalis afectadas por los productos, 15 dfas después de la aplicacién.

Virulencia de los productos

De acuerdo con el tiempo letal 50 (TL, ) a una concentracién de 2x10%, los productos
Dipel y Safer mix presentaron mayor virulencia, menor a 13 dias (Figura 2). Un menor
tiempo letal indica no solo una mayor virulencia, sino que también reduce el dano
causado por la plaga hasta el momento de la muerte.
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Figura 2. Tiempo y concentracién necesaria para ocasionar la muerte del 50% de larvas de D.

saccharalis (T5: Safer mix; T2: Insecbiol; T7: Dipel; T8: Bb-HN1).

Los productos Safer mix y Dipel, con CL, de 5,3x10°y 1,6x10* respectivamente,
presentaron mayor virulencia que los productos Insecbiol y Bb-HN1con CL,|
del1,6x10°¢ cada uno (Tabla 2). Una menor CL,, indica una mayor virulencia del
producto, de manera que se requiere una menor concentracién para eliminar el 50%

de la poblaci6n plaga.

Tabla 2. CL, y CL,; de los productos aplicados sobre larvas de D. saccharalis.

Producto Tukey agrupacién (uCi/I;fl) T ey 3gTUpacion (uCi/I;;)fl)
Safer mix B 5,3x10° C 1,1x10°¢
Insecbiol A 1,6x10° A 1,3x10°
Dipel C 1,6x10* C 3,3x10*
Bb-HNI1 A 1,6x10° B 1,2x108

(*) Tratamientos con igual letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para controlar el 90% de la poblacién, los productos que presentan mayor virulencia son
el Dipel y el Safer mix a concentraciones de 3,3x10*y 1,1x10° ui/ml, respectivamente.
El producto que requiere aplicar la mayor concentracién es el Insecbiol a 1,3x10° ui/

ml (Tabla 2).
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En investigacién realizada por RAMOS et al., (2004) obtuvo una mortalidad del 90%
con la aplicacién del producto Dipel sobre larvas de D. saccharalis; también observé
que a una concentracién subletal del producto se ejerce un efecto negativo sobre el
crecimiento de las larvas, afectando directamente la capacidad para completar con
éxito el proceso de metamorfosis, ademds influye sobre su viabilidad y por lo tanto en
la poblacién del insecto. En la presente investigacion se observé que el tnico hongo
en donde se cumplieron los postulados de Koch sobre las larvas de D. saccharalis fue
B. bassiana, lo que indica que este hongo es patogénico para el insecto, y por lo tanto
se debe tener en cuenta para involucrarlo en el manejo integrado de la plaga.

WENZEL (2006) obtuvo mortalidad de larvas de D. saccharalis entre el 65 y 89%
con la aplicacién de dos aislamientos de B. bassiana a concentraciones de 5 x107,1
x10% y 5 x10® ui/ml; igualmente obtuvo CL50 con la aplicacién de 1,58 x 107 ui/ml.
SANTILLANA (2002) registré un 26%, 32% y 40% de mortalidad sobre larvas de D.
saccharalis con la aplicacién de B. thuringiensis en la Dl50 a las 24h, incrementdndose
288,99y 100% la mortalidad a los 7 dias después de la aplicacién. ARGUETA e al.
2011 obtuvo resultados similares con los de la presente investigacion, concluyendo
que el bioplaguicida mds efectivo para el control de D saccharalis fue Dipel (B.
thuringiensis var. kurstaki), el cual alcanzé 90% de mortalidad sobre la poblacién
tratada, aproximadamente a los 5 dias después de aplicaciéon. En trabajos realizados por
RAMOS ez al., (2004), afirman que B. thuringiensis variedad kurstaki es un excelente
biocontrolador de larvas de D. saccharalis.

ESTRADA eral(1997), en aplicacién de B. bassiana para el control de D. saccharalis en
un cultivo de cafa, obtuvo 30% menos de infestacién de la plaga y 27% menos de dafio
a las plantas, lo que demuestra que este microorganismo disminuye las poblaciones
del insecto, y por consiguiente, reduce los niveles de dano producidos en el cultivo.

Sinergismo entre B. bassiana 'y B. thuringiensis

Cuando se aplicaron los productos en mezcla: Dipel (1x10* ui/ml) con Bb-HN1 (2
x10%ui/ml) y Dipel (1x10% ui/ml) con Micosis (2 x 108ui/ml), ocasionaron mortalidad
a las larvas de Diatraea del 100 y 77,14%, respectivamente. Los productos aplicados
de manera individual en las mismas concentraciones anteriores (Dipel, Bb-HN1 y
Micosis), ocasionaron mortalidad a las larvas del 44,28; 20,14 y 8,5%, respectivamente
(Tabla 3). Los resultados anteriores indican que existe sinergismo entre la bacteria B.
thuringiensis y el hongo entomopatégeno en el control de la plaga.
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Tabla 3. Porcentaje de mortalidad ocasionada a las larvas de Diatraea por la aplicacién de los productos.

Tratamiento Tukey agrupacién % Mortali,dad
(promedio)
Bb-HNT1 x Dipel A 100
Micosis x Dipel B 77,14
Dipel C 44,28
Bb-HNI1 D 20,14
Micosis E 8,5

(*) Tratamientos con igual letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Con respecto al TL,, cuando se aplicé la mezcla de los productos Bb-HN1 x Dipel, en
las concentraciones anteriores, el 50% de la muerte de las larvas de Diartraea se alcanzé
alos 7,07 dias después de la aplicacién, mientras que los productos Micosis, Bb-HN1
y Dipel aplicados de manera individual, la mortalidad de las larvas se presenté a los
23,575 15,14 y 13,21dfas, respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. TL50 (dfas) de la mortalidad ocasionada a larvas de Diatraea por la aplicacién de los productos.

. Tukey Dias
Tratamiento . .
agrupacion (promedio)
Micosis A 23,57
Bb-HN1 B 15,14
Dipel B 13,21
Dipel x Micosis C 8,42
Bb-HNI1 x Dipel C 7,07

(*) Tratamientos con igual letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.
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Es evidente observar la viabilidad que se presenta al aplicar la mezcla del hongo
entomopatdgeno con la bacteria B. thuringiensis para el control de D. saccharalis,
ya que se incrementa el control del insecto, aspecto que se debe tener en cuenta al
momento de implementar el manejo integrado de la plaga.
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