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RESUMEN

Se aislaron hongos entomopatégenos parasiticos de brocas del café
(Hypothenemus hampei Ferrari) y picudos del platano (Cosmopolites
sordidus Germar) en distintos puntos de la isla de Puerto Rico con
el fin de ser identificados y evaluar su patogenicidad sobre el picudo
del pimiento (Anthonomus eugenii Cano). Los hongos fueron aislados
y purificados en medio de cultivo de agar de papa y dextrosa (PDA)
acidulado en el laboratorio de la Clinica de Diagnodstico de la Estacion
Experimental Agricola de Juana Diaz. Se obtuvieron siete aislados de
hongos del municipio de Comerio, y uno del municipio de Adjuntas. Parala
identificacion de los aislados, se utilizaron caracteristicas morfolégicas,
secuenciacion del ADN de distintas regiones genéticas de interés y
microsatélites. De los ocho aislados obtenidos dos fueron identificados
como Beauveria bassiana, tres como Beauveria caledonica, dos como
Paecilomyces fumosorosea y uno como Paecilomyces lilacinum. Se
realizaron pruebas de patogenicidad in vitro con suspensiones de
conidias de 1 x 10° conidias/mL para cada uno de los hongos. Los insectos
se inocularon por inmersion durante 10 segundos en la suspension de
conidias. Se tomaron datos de mortalidad y se determinaron los TL,,
TL,, vy la media de los tratamientos. Todas las especies de hongos fueron
patogénicas a A. eugenii. Los tratamientos mas efectivos fueron: P.
fumosorosea (Pae1) y B. bassiana (Bb1 y Bb3) con TL_, de 2.39, 2.53 y
2.56 dias, respectivamente, mientras que para el control el TL,, fue de
6.56 dias. Con los tratamientos el 100% de mortalidad ocurrié entre el
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cuarto y el sexto dia, mientras en el control ocurrié el duodécimo dia.
Estos aislados tienen potencial para ser utilizados en planes de manejo
del picudo del pimiento.

Palabras clave: Anthonomus eugenii Cano, entomopatégenos, Beauveria,
Paecilomyces

ABSTRACT

Isolation of native entomopathogenic fungi with potential for control of the
pepper weevil, Anthonomus eugenii Cano, in Puerto Rico

Entomopathogenic fungi were isolated parasitizing coffee borer beetle
(Hypothenemus hampei Ferrari) and banana weevils (Cosmopolites sordidus
Germar) in different parts of the island of Puerto Rico to be identified and
examined for their pathogenicity on pepper weevil (Anthonomus eugenii
Cano). Fungi were isolated and purified in acidulated potato dextrose-
agar (PDA) in the laboratory of the Plant Disease Clinic at the Agricultural
Experiment Station, Juana Diaz. Seven fungal isolates were obtained from
the municipality of Comerio, and one from the municipality of Adjuntas.
Morphology, DNA sequences of different genetic regions of interest, and
microsatellites were used for identification of fungal isolates. Two of the eight
isolates were identified as Beauveria bassiana, three as Beauveria caledonica,
two as Paecilomyces fumosorosea and one as Paecilomyces lilacinum.
Pathogenicity tests were conducted in vitro using conidia suspension (1 x
10° conidia/mL). Insects were inoculated by immersion (10 sec) in the conidia
suspension. Daily mortality data was taken (TL, TL,)) and the mean of the
treatments were determined. All the fungal species were pathogenic to A.
eugenii. The most effective treatments were: P. fumosorosea (Pae1) and B.
bassiana (Bb1 & Bb3) with TL of 2.39, 2.53 and 2.56 days, respectively, while
TL,, for the control was 6.56. A 100% mortality for treatments occutred between
the fourth and sixth day compared to control, which reached it in 12 days.
These isolates have the potential to be used on an integrated management
program for the control of the pepper weevil.

Key words: Anthonomus eugenii Cano, entomopathogens, Beauveria,
Paecilomyces

INTRODUCCION

El pimiento, Capsicum annuum L., es 1a cuarta hortaliza de mayor
importancia econémica en Puerto Rico, la cual aporta alrededor del
cinco por ciento del ingreso bruto de dicho renglén. Desde la temporada
1998 hasta la 2012 la producciéon de esta hortaliza mermé aproxima-
damente en un 60% (NASS, 2014). El pais cuenta con la capacidad y
las condiciones climaticas para producir localmente valores cercanos al
consumo total de pimiento, el cual fluctuia cerca de 6,350,292 kg anua-
les. Sin embargo, durante los ultimos afios se ha estado produciendo
valores cercanos a la mitad del consumo total, lo que representa un
amplio nicho para la produccién local. Los principales problemas que
representa la produccién de C. annuum son el control de plagas v el
manejo en temporadas lluviosas. Las principales plagas del cultivo son
Scirtothrips dorsalis Hood, Helicoverpa zea Boddie y Anthonomus eu-
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genii Cano, siendo este ultimo el mayor limitante en su produccién.
Cuando no se logra un manejo efectivo del picudo del pimiento, A. eu-
genii, las pérdidas pueden alcanzar hasta un 100% de la produccién
(Estacion Experimental Agricola, 2002).

Al presente, en Puerto Rico el control del picudo se ha realizado me-
diante el uso de insecticidas como piretroides y carbamatos. Esta plaga
ha presentado resistencia a diferentes insecticidas y se ha observado
que la resistencia a agroquimicos varia seguin las distintas localidades
(Servin et al., 2008). Debido a su dificil manejo y a lo perjudicial del uso
de agroquimicos en diferentes lugares, se han realizado ensayos con el
fin de controlar la plaga mediante el uso de hongos entomopatégenos.
En Costa Rica, por ejemplo, se han reportado mortalidades mayores al
90% mediante el uso de Beauveria bassiana (Carballo et al., 2001). Los
hongos nativos del lugar donde se interese controlar el insecto general-
mente son mas eficientes como entomopatégenos debido a su adapta-
cién a las condiciones ambientales de la zona.

Los hongos entomopatégenos son importantes agentes de control
biolégico. Con frecuencia producen epizootias, lo que reduce significa-
tivamente poblaciones de plagas. Aunque solo se han empleado alre-
dedor de diez especies de hongos para el control de plagas, se conocen
sobre 700 especies de entomopatégenos (Hajeck y Leger, 1994). Los
entomopatégenos méas ampliamente utilizados en el control biolégico
pertenecen a la subdivisién Deuteromycotina y a la clase Hyphomy-
cetes (Araujo y Maranhao, 2008-2009). Segun una investigacién rea-
lizada en Costa Rica bajo condiciones de laboratorio, los hongos ento-
mopatégenos Beauveria bassiana (Balsamo) vuillemin y Metarhizium
anisopliae (Metchnikoff) sorokin demostraron que son eficientes en el
control del picudo del pimiento (Rodriguez, 1999).

Goémez y Jiménez (1994) realizaron un estudio en condiciones de la-
boratorio donde determinaron que B. bassiana y M. anisopliae pueden
causar mortalidad superior al 90% en el caso del picudo del algodén,
Anthonomus grandis Boheman. Los mismos investigadores realizaron
un estudio en donde observaron el efecto de diferentes cepas de B. bas-
siana sobre el picudo del pimiento mediante el método de inmersién
en suspensiones de 1x108 conidias/mL, y encontraron que todas las ce-
pas utilizadas fueron eficientes en el control del picudo. Schuster et al.
(1996) evaluaron el efecto de los hongos: B. bassiana, Paecilomyces fu-
mosoroseus y Verticillium lecanii sobre A. eugenii, y determinaron que
los tres hongos fueron patégenicos al insecto. En el CATIE, Turrialba,
Costa Rica, Carballo et al. (2001) realizaron un ensayo de laboratorio
donde evaluaron doce cepas de B. bassiana para el control del picudo
del pimiento. De las cepas evaluadas, diez presentaron indices de mor-
talidad de 90% o mas, con tiempos letales al 50% (TL,) de 2.40 a 3.66
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dias, lo que representa valores por debajo de los obtenidos por Brenes y
Carballo (1994) en un ensayo sobre Cosmopolites sordidus Germar, el
cual arrojé valores de TL, de aproximadamente siete dias.

En Puerto Rico no se han realizado trabajos referentes al uso
de entomopatégenos para el control de A. eugenii. E1 Conjunto Tec-
nolégico para la Produccién del Pimiento (EEA, 2005) solo hace re-
ferencia al uso de insecticidas sintéticos como método de control.
Para lograr el control adecuado del insecto, se realizan hasta tres
aspersiones de agroquimicos por semana, causando desequilibrio en
el agroecosistema. Esta investigacion tuvo como objetivo aislar, ca-
racterizar y evaluar la efectividad de hongos entomopatégenos sobre
el picudo del pimiento en condiciones in vitro. Esto permitira contar
con un banco de aislados de hongos que puedan ser validados como
potencial método de control biolégico y aprobados para reducir el
uso de agroquimicos en este cultivo en un futuro cercano. Como par-
te del estudio se recolectaron brocas del café (Hypothenemus ham-
pei Ferrari), insecto de la familia Curculionidae, para el cual existe
parasitismo de forma natural en los cafetales de la isla. Ademas,
se recolectaron picudos del platano (Cosmopolites sordidus), para
el cual también se ha observado parasitismo natural. Los hongos
entomopatégenos aislados de estos insectos pueden tener de igual
manera efectos biocontroladores en el picudo del pimiento puesto
que son plagas similares.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de hongos entomopatégenos

Se recolectaron brocas del café parasitadas por hongos en cafetales
de los municipios de Adjuntas y Comerio, ubicados en diferentes areas
de la zona montafiosa del pais. De igual forma, en el municipio de Co-
merio se recolectaron picudos del platano parasitados por hongos. Las
muestras se llevaron al laboratorio de la Clinica de Diagnéstico de la
Estacion Experimental Agricola de Juana Diaz, Universidad de Puerto
Rico, Recinto de Mayagiiez, donde se aislaron los hongos entomopaté6-
genos en agar de papa y dextrosa acidulado (PDA). Los hongos se ais-
laron con un aguja de inoculacién a partir de brocas donde se observé
crecimiento micelial. El micelio se transfirié al centro de la placa y se
incub6 a 26 + 5° C por siete dias. Para la purificacién de aislados, se
utilizé PDA con sulfato de estreptomicina a una concentracién de 1
mg/L, para evitar el crecimiento de bacterias. Finalmente, para ob-
tener cultivos monospdéricos se siguié el protocolo de Canedo y Ames
(2004), donde se realizaron diluciones hasta obtener entre 50 a 100
conidias por mililitro, de la dilucién se tomaron 100 uL: y se inocularon



J. Agric. Univ. PR. VoL. 101, No. 1, JANUARY 2017 95

en PDA. Al cabo de siete dias se seleccioné una colonia proveniente de
una sola conidia, se cortd la seccién de agar y se transfirié a un nuevo
plato petri con PDA.

Caracterizacion morfolégica de los aislamientos

Los aislados obtenidos se caracterizaron morfolégicamente obser-
vando sus caracteristicas macroscopicas (i.e., crecimiento, morfologia
y coloracién de la colonia) y microscopicas (i.e., tipo de hifas, tamafio y
forma de las conidias, y presencia de otras estructuras reproductivas).

Caracterizacion molecular de hongos entomopatégenos
Extraccion de ADN

La caracterizacién molecular tuvo lugar en el Laboratorio de Bio-
logia Molecular de la escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Costa Rica. Para la extraccién de ADN, se utilizé el pro-
tocolo de Hoyos-Carvajal et al. (2008) con algunas modificaciones. Por
cada muestra se tomaron entre 50 y 100 mg de micelio y se colocaron
en tubos de 1.5 mL. Se agregaron 500 uL de buffer de extraccién (50
mM Tris—HC] pH 7.2; 50 mM EDTA; 3% SDS; 1M NaCl), y se macero el
micelio con un pistilo estéril. Una vez homogenizado el micelio se afia-
dieron 50 pL: de mercaptanol y luego se incubé por 30 min a 60° C, mez-
clando cada 10 min. Luego se agregé un volumen de cloroformo:isoamil
alcohol (24:1) y se mezclé por inversién hasta formar una emulsion.
Seguido se realizé una centrifugaciéon a 6,000g a 4° C por 15 min. El
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se le afiadi6 0.54 volumen
de isopropanol. Las muestras se mezclaron por inversién y luego se
centrifugaron a 3,000g a 4° C por 5 min. Se descarté el sobrenadante
y se mantuvo el “pellet”, que fue secado al horno a 37° C por una hora.
El “pellet” se resuspendi6 en Tris EDTAy se incubé a 60° C por 10 min.
Seguido se realiz6 una digestién con ARNasa a un volumen total de 10
L, ¥ se incubd a 37° C por 30 min. Luego se adicioné acetato de sodio
pH 5.2 a una concentracion final de 0.3M (10 uL) y dos volimenes de
etanol absoluto (1 mL). La solucién se centrifugé a 10,000g a 4° C por
10 min. Se descarté el sobrenadante y se lavé el precipitado con 500
L de etanol al 70%. Después se colocé en un bloque caliente a 37° C
por una hora. Pasada la hora se centrifugé a 3,000g a 4° C por 10 min.
El precipitado se secéd al horno y fue resuspendido en 100 puL: de buffer
Tris EDTA. La suspensién fue centrifugada a 1,350g por 10 min, y por
dltimo se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo.

Amplificacion del ADN para microsatélites (SSR) de hongos entomo-
patégenos

Con el interés de amplificar el ADN utilizando microsatélites (SSR
o repeticién de secuencia simple, por sus siglas en inglés) se prepara-
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ron reacciones para cada par de cebadores (Cuadro 1). Las reacciones
consistieron de: agua molecular (Qiagen)® 2.9 uL, buffer (Dream Taq,
Thermo Fisher) 1 nL, dNTPs (Applied Biosystems) 1 uL,, M13 800 0.8
L, cebador F (0.2 nL), cebador R (1 pnL), y Taq (Thermo Fisher) 0.1 nL;
para un volumen final de 7 pL. Para cada amplificacion, se utilizaron 7
nL de la reaccion mas 3 pL. de ADN del hongo de interés.

Beauveria

Las amplificaciones de ADN utilizando microsatélites especificos
para el género Bauveria se realizaron con los cebadores establecidos
por Rehner y Buckley (2003) (Cuadro 1). Para los cebadores Ba06,
Ba08, Bal2, y Bal3, se utiliz6é un programa de 35 ciclos de 60 segundos
a 95° C, 60 segundos a 58° C, y 60 segundos a 72° C. Este programa
tuvo una extensién final de 10 min a 72° C. Para la amplificacién con
los cebadores Bal4, Bal5, Bal6, Bal7, Bal8, Ba20, Ba21, Ba22, Ba23,
Ba24, Ba25 y Ba26 se utilizé un programa de 35 ciclos de 60 segundos
a 95° C, 60 segundos a 56° C, y 60 segundos a 72° C; con una extension
final de 10 min a 72° C. Las reacciones de 10 uL se colocaron en el ter-
mociclador a 95° C durante 5 min para desnaturalizarlas.

Paecilomyces

Los cebadores para amplificar el ADN utilizando microsatélites
(SSR) para el género Paecilomyces fueron los establecidos por Dalleau-
Clouet et al. (2005) (Cuadro 1). El programa para el PCR utilizando
los cebadores PfrBtDO01 y PfrBtB04 consté de 35 ciclos de 2 min a 94°
C para desnaturalizar, un alineamiento de 60 segundos a 49 a 58 °C y
una extensién de 60 segundos a 72° C; con una extensioén final de 7 min
a 72° C. Las amplificaciones con los restantes cebadores se realizaron
con diferentes temperaturas de alineamiento. Para los cebadores

Cuapro 1.—Cebadores utilizados en amplificaciones para SSR.

Género Cebadores Referencia

Beauveria Ba06, Ba08, Bal2, Bal3, Bal4, Bal5, Rehner y Buckley (2003)
Bal6, Bal7, Bal8, Ba20, Ba2l, Ba22,
Ba23, Ba24, Ba25, Ba26

Paecilomyces PfrBtD01, PfrBtB02, PfrBtB04, Dalleau-Clouet et al. (2005)
PfrBtDO05, PfrBtB07, PfrBtA08,
PfrBtA10, PfrBtD11a, PfrBtD11b

8Los nombres de companias y de marcas registradas solo se utilizan para proveer
informacién especifica y su uso no constituye garantia por parte de la Estacién Expe-
rimental Agricola de la Universidad de Puerto Rico, ni endoso sobre otros productos o
equipo que no se mencionan.
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PfrBtB02, PfrBtD05, PfrBtB07, PfrBtA08, v PfrBtA10, se usé un rango
de temperatura de alineamiento de 51 a 60 °C. Para los cebadores Pfi-
BtD1la y PfrBtD11b, se utilizé un rango de temperatura de 56 a 65 °C.
Se colocaron 10 pL de la reaccién en el termociclador a 95° C durante 5
min para desnaturalizar el ADN.

Gel Acrilamida — Analyzer 4300

Para el montaje del equipo y la preparacion del gel acrilamida se
siguid el protocolo establecido en el manual de aplicaciones del Anali-
zador de ADN Modelo 4300 (LI-COR, 2012). Se prepar6 el gel de acri-
lamida utilizando 17 mL de Long Ranger (Lonza Rockland, Inc.), 10.5
pL de TEMED (Sigma-Aldrich) y 114 uL de persulfato de amonio 10%
(Sigma-Aldrich). Tan pronto como se agreg6, el persulfato de amonio se
mezclé bien, se succiond con una jeringa y se vertié la mezcla entre los
vidrios. El gel de acrilamida se coloc6é en un analizador de ADN 4300
conteniendo TBE (amortiguador tris borato) al 0.8%. El amortiguador
TBE se prepardé a partir de 107.8 g de Base Tris 0.89 M, 55.0 g de acido
bérico 0.89 M, 7.4 g de EDTA 0.02 M, y 950 mL de agua destilada. Fi-
nalmente, con una jeringa se procedi6 a cargar alrededor de 0.4 puL de
cada muestra en las fosas. Se afiadié un marcador molecular de 1 kb
(Odyssey®) al inicio y al final del gel. La electroforesis se corri6 a alto
voltaje (1500 a 2000 voltios) por alrededor de tres horas y media.

Secuenciacion de regiones genéticas de interés de hongos entomopatégenos

Se amplificaron las diversas regiones genéticas de los hongos de
interés utilizando reacciones de 50 pL conteniendo 34.5 pl. de agua mo-
lecular (Qiagen), 5 pnL de buffer, 5 pl. de dNTPs, 1 uL de cada cebador
F y cebador R, 0.5 uL de polimerasa Taq, y 3 nL. de ADN gendémico del
hongo de interés.

Para la amplificacién de la regién ITS1-5.8S-ITS2 y el factor de
alargamiento del género Beauveria, se siguié el protocolo utilizado
por Rehner (2005) (Cuadro 2). Para la region ITS1-5.8S-ITS2 se uti-
lizaron los cebadores ITS5 e ITS4. El programa para el PCR fue: 35
ciclos de 60 segundos a 94° C, 60 segundos a 55° C y 90 segundos a
72° C, con una extension final de 7 min a 72° C. Para la amplificaciéon
del factor de alargamiento se utilizaron los cebadores 983F y 2218R.
El programa del termociclador para la amplificacién fue: 2 min a 94°
C; 9 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 66 a 57 °C y una
extension de 60 segundos a 72° C; 36 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30
segundos a 56° C, y 60 segundos a 72° C; finalizando con una exten-
si6n de 10 min a 72° C.

La amplificacién de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 rADN y 18S rADN
para los aislados de Paecilomyces se realizaron segun el protocolo de
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Liang et al. (2009) utilizando los cebadores ITS4 e ITS5 (Cuadro 2). El
programa de amplificacién en el termociclador fue de 5 min a 95° C; 35
ciclos de 40 segundos a 95° C, 40 segundos a 49° C y 60 segundos a 72°
C; con una extensién final de 10 min a 72° C. Para la amplificaciéon de
la secuencia 18S rADN, se utilizaron los cebadores NS1 y NS24 (Liang
et al., 2009). Se programé el termociclador para 4 min a 94° C; 35 ciclos
de 60 segundos a 94° C, 60 segundos a 52 a 55° C y 90 segundos a 72°
C; con una extension final de 7 min a 72° C.

Las amplificaciones fueron enviadas a secuenciar a facilidades co-
merciales (Macrogen, Corea). Las secuencias de ADN fueron alineadas
y editadas utilizando el programa Bioedit. Las secuencias consenso
resultantes se compararon con otras secuencias en las bases de da-
tos utilizando los programa MycoBank Database y BLAST del Centro
Nacional para Informacién Biotecnolégica (NCBI) para determinar su
homologia con otras especies de hongos.

Recoleccion y mantenimiento de insectos

Esta fase de la investigacion se realiz6 en el laboratorio de la Clini-
ca de Diagnéstico de la Estacion Experimental de Juana Diaz, UPRM.
Los insectos utilizados en los experimentos fueron obtenidos de ajies
dulces (Capsicum frutecens) colectados del suelo de una plantacién li-
bre de plaguicidas en el barrio Cejas del municipio de Comerio, Puerto
Rico. Los frutos se colocaron en jaulas de cria (42 cm x 42 ¢cm x 76 cm)
y se ubicaron en un drea seca a temperatura ambiente. Al cabo de cinco
dias los picudos adultos comenzaron a emerger y se recolectaron por
un periodo de tres dias. Los picudos se colocaron en frascos plasticos de
medio litro, los cuales fueron mantenidos a temperatura ambiente 26
+5° C y humedad relativa de 80 + 10%.

Pruebas de entomopatogenicidad in vitro

Para la preparacién de inéculo, se rasparon las conidias de la super-
ficie de dos placas petri (14 dias de crecimiento) de cada hongo ento-
mopatégeno. Las conidias se mezclaron con 10 mL de agua destilada
estéril y Tween 80 al 0.05% (Canedo y Ames, 2004). Se realizaron di-
luciones seriadas hasta llegar a 10*. Con ayuda de un hemacitémetro
(camara de Neubauer) se estimé el ntimero de conidias por mililitro de
solucién. La concentracién de conidias de la solucién inicial fue deter-
minada con la férmula:

conidias/mL de solucién = (promedio conidias por cuadrante)
(250,000) x (dilucién utilizada).

A partir de la concentracién estimada de la solucién madre de cada
aislamiento, se prepararon soluciones de aproximadamente 1 x 10° co-
nidias por mL.
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Para las pruebas in vitro se utilizé un disefio completamente alea-
torizado con tres tratamientos y un control. Se realizaron tres réplicas
en el tiempo por tratamiento y 20 insectos por réplica. Los insectos por
réplica provinieron de la misma poblacién. Cada tratamiento consté de
una solucién de conidias de cada uno de los aislados a una concentra-
cién de 1 x 10° conidias por mL de solucién.

Para la inoculacién se utilizé el método de inmersién (Miossi-Ron-
delli et al., 2012; Caniedo y Ames, 2004). Se prepararon placas petri
con papel de filtro estéril y 1 mL de agua destilada estéril. Los picudos
se colocaron en una gaza y se sumergidos en la solucién de conidias
por diez segundos y luego se colocaron en placas petri identificadas
por tratamiento. Se dejaron las placas con los insectos a temperatura
ambiente (26 = 5° C) por un periodo de 12 dias. Se registré la mortali-
dad diaria y se corrigié utilizando la féormula de Abbott (World Health
Organization, 2009). Luego se estimé el tiempo letal (TL) al 50% (TL, )
y al 90% (TL, ) mediante regresi6n lineal de los datos. Los datos fueron
sometidos a un andlisis de varianza (ANDEVA) y a las medias se les
aplicé la prueba de Tukey (P<0.05) para determinar diferencias entre
tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfolégica de hongos entomopatégenos

Los aislamientos obtenidos en el municipio de Adjuntas y cuatro
de los obtenidos en Comerio mostraron un crecimiento radial de 1.5
cm a 1.7 ecm de diametro a los 10 dias, respectivamente. Durante los
primeros dias las colonias produjeron micelio blanco algodonoso, de su-
perficie plana (Figura 1A). Luego de siete dias las colonias de hongos
adquirieron una apariencia polvorienta y fueron cambiando a amarillo,
especialmente al reverso de la colonia del centro hacia fuera. Estas
observaciones concuerdan con las caracteristicas macroscépicas del gé-
nero Beauveria (Garcia et al., 2011).

Al examinar los aislados de Beauveria bajo microscopio se observé
que un aislado proveniente de Adjuntas (Bbl) y uno de Comerio (Bb3)
presentaban conidias agrupadas en racimos espesos organizados en for-
ma irregular. Las conidias unicelulares, hialinas y generalmente redon-
das poseen un diametro que oscil6 entre 2.0 a 3.1 um. El raquis del coni-
diéforo fue en forma de zigzag v las fidlides en forma de botella similar a
la descripcidn realizada por Caniedo y Ames (2004). Estas caracteristicas
se observaron en los otros tres aislados (Bb4, Bb5 y Bb6). Sin embargo,
las conidias tenian forma elipsoidal con una ligera curva, algunas mas
delgadas en la parte del media, con medidas de 2 x 5.2 um (Figura 1C).
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Ficura 1. A. Colonia de Beauveria bassiana en PDA al cabo de siete dias. B. Creci-
miento de Paecilomyces fumosoroseus en PDA al cabo de 21 dias. C. Conidias de Beauve-
ria caledonica. D. Conidias de Paecilomyces lilacinus.

Los otros tres aislados obtenidos en Comerio (Pael, Pae2 y Pae3)
presentaron un crecimiento radial promedio de 2.1 cm de diametro a
los 10 dias. En sus inicios las colonias tuvieron una apariencia algodo-
nosa de color blanco que luego de varios dias se tornaron en tonalida-
des de purpura a partir del centro de las colonias, tomando un aspecto
aterciopelado (Figura 1B). Esto concuerda con la descripcién ofrecida
por Mier et al. (2002) para el género Paecilomyces.

Los aislados Pael y Pae3 (Paecilomyces) presentaron hifas septa-
das con conidiéforos irregularmente ramificados. Las fidlides tenian
forma de botella y se encontraban mayormente en grupos de tres, de
las cuales salia una larga cadena de conidias. Las conidias cilindricas
con los extremos redondeados y agrupadas en cadenas basipetales. El
tamario promedio de las conidias fue de 4.0 x 1.5 pm. Las caracteristi-
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cas observadas coinciden con las ofrecidas por Cederio y Ames (2004)
para Paecilomyces fumosorosea. El aislado Pae2 presentd las mismas
caracteristicas exceptuando que las conidias, aunque en cadenas fue-
ron circulares (Figura 1D).

Andlisis de ADN de hongos entomopatégenos

Las secuenciaciones de ADN de la region I'TS1-5.8S-ITS2 v del factor
de alargamiento para los aislados Bb1l y Bb3, poseen 99% de homologia
con las accesiones AY531913.1 y EF193189.1 de B. bassiana en la base
de datos MycoBank. Las secuencias de ADN de los aislados Bb4, Bb5 v
Bb6 mostraron 99% de homologia con la accesion HQ881014.1 de Beau-
veria caledonica e igual porcentaje con AY531912.1 de B. bassiana. Sin
embargo, las caracteristicas morfolégicas de las conidias (elipsoidales
con una ligera curva) de los aislados Bb4, Bb5 y Bb6 concuerdan con
las descritas para B. caledonica.

Al analizar las muestras de ADN de los distintos aislados de Beau-
veria por medio de microsatélites se distinguen dos grupos, donde los
aislados Bb1l y Bb3 estan estrechamente relacionados entre si, pero
alejados de Bb4, Bb5 vy Bb6. Estos ultimos estan estrechamente rela-
cionados entre si. Las especies del género Beauveria son anamorfas (re-
produccién asexual), lo que disminuye la variabilidad genética dentro
de una misma especie. Los dos aislados correspondientes a B. bassiana
fueron colectados de brocas del café. Los tres aislados correspondien-
tes a B. caledonica se encontraban parasitando el picudo del platano
lo que sugiere cierta especificidad de Beauveria sobre los insectos que
parasita. Las distintas especies de Beauveria pueden tener la capaci-
dad de secretar distintas enzimas como quitinasas, proteasas y lipasas
entre otras a diferentes concentraciones, siendo estas las responsables
de degradar los componentes del exoesqueleto del insecto. Siendo esto
determinante en la virulencia del hongo sobre las distintas especies de
insectos.

Los aislados Pael y Pae3 fueron obtenidos de especimenes de H.
hampei v C. sordidus, respectivamente, parasitados de forma natural.
Estos fueron obtenidos en fincas no aledafias, no obstante los resulta-
dos de los microsatélites indican que Pael y Pae3 estan estrechamente
relacionados entre si. Al comparar las secuencias de los aislados de
Paecilomyces contra las accesiones de las bases de datos MycoBank
Database y BLAST, se encontré que los aislados Pael y Pae3 poseen
99% de homologia con las secuencias de FJ765008.1 y AF461747, iden-
tificadas como P. fumosorosea, datos que concuerdan con las caracte-
risticas morfolégicas. Al analizar las secuencias del aislado Pae2 este
posee 99% de homologia con la accesién AB103380, la cual corresponde
a Paecilomyces lilacinus.



J. Agric. Univ. PR. VoL. 101, No. 1, JANUARY 2017 103

Patogenicidad in vitro

El analisis de varianza muestra diferencias en los datos de mor-
talidad obtenidos segtn la prueba de Tukey (P<0.05) (Cuadro 3). Los
tratamientos Bbl, Bb3 y Pael no tuvieron diferencias significativas
entre si, pero fueron significativamente diferentes de los tratamientos
Bb4, Bb5, Bb6, Pae2, Pae3 y el control (Cuadro 3). El tratamiento Pael
obtuvo el TL, mas bajo con 2.39 dias, seguido por Bbl y Bb3 con 2.53 y
2.56 dias, respectivamente. En los tratamientos Bb4, Bb5, Bb6, Pae2 y
Pae3 se observé un TL, entre 4.06 y 4.57 dias, mientras que el control
mostré TL, de 6.54 dias (Cuadro 3). Los dos aislamientos de B. bassia-
na (Bbl y Bb3) v un aislado de P. fumosorosea (Pael) causaron el 100%
de mortalidad a los cuatro dias después de la inoculacién. Para ese
periodo de tiempo los aislados restantes causaron de un 16 a 40% de
mortalidad. Luego de cuatro dias de la inoculacién, el control presenté
un 16.6% de mortalidad, alcanzando el 100% para el 12mo dia después
de la inoculacién. La regresion lineal de la mortalidad acumulada en
el tiempo fue similar para los aislados Bb1, Bb3 y Pael, pero distintas
a las de los aislados Bb4, Bb5, Bb6, Pae2 y Pae3, las cuales a su vez
fueron distintas a la regresién del control (Figura 2). Esto evidencia
la eficacia de los aislados Bb1l, Bb3 v Pael en el control del picudo
en condiciones de laboratorio. Los resultados del TL, de los aislados
del género Beauveria sobre A. eugenii son similares a los obtenidos por
Carballo et al. (2001) quienes utilizando varios aislamientos de Beauveria
obtuvieron un TL,, de 1.80 a 3.66 dias. De igual modo, el porcentaje de
mortalidad de sus aislamientos (90 a 100%) result6 similar a los nuestros
(100%). Datos similares fueron obtenidos por Marin y Bustilo (2008), quie-
nes encontraron un porcentaje de mortalidad de 94 a 100% para varios

Cuapro 3.—Patogenicidad in vitro y tiempo letal (TL,,y TL,) de aislados de Beauveria
spp. ¥ Paecilomyces sobre adultos del picudo Anthonomus eugenii Cano.

Hongo 100% mortalidad (no. dias) TL,, (dias) TL,, (dias) Media®
Pael 4 2.39 3.62 2.77a
Bbl 4 2.53 3.67 2.95 a
Bb3 4 2.56 3.78 2.98 a
Bb4 6 4.11 5.94 4.45b
Bb5 6 4.06 5.92 4.37b
Bb6 6 4.33 6.32 4.58b
Pae2 6 4.57 6.87 4.68b
Pae3 5 4.06 6.02 4.27b
Control 12 6.54 10.47 7.05¢

!Medias en una columna con la misma letra no son significativamente diferentes segin la prueba
de Tukey (P<0.05).
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A. Regresion lineal de la mortalidad B. Regresion linear de la mortalidad
acumulada del tratamiento Pael acumulada del tratamiento Bb1
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Ficura 2. Regresiones lineales de las mortalidades acumuladas in vitro para los
tratamientos: A. Pael; B. Bbl; C. Bb6; y D. Control, sobre el picudo del pimiento.

aislamientos de B. bassiana sobre el picudito del citrico (Compsus sp.)
con TL, de 4.5 a 4.8 dias. Se reportan varios estudios en condiciones de
laboratorio pero muy limitados en condiciones de campo, evidenciando
la necesidad de comprobar la actividad de los hongos entomopatége-
nos en condiciones de invernadero y campo. Esto validaria su uso en
programas de manejo de plagas en campo. En estudios con adultos del
picudo del maiz, Sitophilus zeamais Motschulsky (tamaiio de 2.5 a 4.0
mm) inoculados con suspensiéon de conidias (1 x 10® conidias/mL) de
B. bassiana mediante inmersion encontraron mortalidades que fluc-
tuaron entre 19.7 a 72.8% (Miossi-Rondelli et al., 2012). Estos valores
difieren de los nuestros, teniendo en cuenta que el tamarno de ambos
insectos es similar, pudo deberse a las caracteristicas especificas del
integumento del insecto dificultando o facilitando la adhesién y germi-
nacién de la conidia.

La patogenicidad de P. fumosorosea sobre Diaprepes abbreviatus
Linnaeus (Coleoptera: Curculionidae), cuyo tamario de adulto fluctda
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entre 0.95 y 1.90 cm, comparan con nuestros resultados ya que refleja-
ron un 100% de mortalidad (Hunter et al., 2011). Sin embargo el 100%
de mortalidad ocurrié a los 35 dias, mientras que en nuestro estudio
esto ocurrié mas rapido, a los 4.5 dias de inoculado con Pael y a los seis
dias para los tratamientos Pae2 y Pae3. La diferencia pudo deberse al
método de inoculacién, ya que Hunter et al. (2011) asperjaron las hojas
y plantulas, mientras que en nuestro trabajo se realizé una inmersién
del insecto en la solucién de conidias, exponiendo el insecto en con-
tacto directo con el hongo. Otro factor que pudo ser determinante en
el tiempo letal es el tamano de D. abbreviatus, el cual es mucho mas
grande que A. eugenii (2.0 a 3.5 mm), toméandole mas tiempo al hongo
entomopatégeno en invadir el cuerpo y los 6rganos del insecto hasta
ocasionarle la muerte.

Todas las especies de hongos aislados a partir de brocas del café y
picudos del platano mostraron ser patogénicas a A. eugenii. Es impor-
tante indicar que existen diferencias en la virulencia de los aislados
de B. bassiana y B. caledonica. Los aislados de B. bassiana tuvieron
mayor virulencia sobre el picudo del pimiento en comparacién con los
asilados de B. caledonica. A nivel molecular en secuenciacién de ADN
de las regiones amplificadas las diferencias entre estas especies fue-
ron minimas, sin embargo al comparar por medio de microsatélites
hubo grandes diferencias. Las especies de Beauveria fueron obteni-
das de diferentes especies de insectos, lo cual sugiere cierta especi-
ficidad del hongo hacia los insectos. Los resultados in vitro sugieren
que los aislados de B. bassiana (Bbl y Bb3) y P. fumosorosea (Pael)
tienen potencial para ser utilizados en planes de manejo del picu-
do del pimiento. En condiciones de laboratorio donde se controlan la
temperatura y humedad se favorece el desarrollo de los hongos en los
insectos mientras que en campo la humedad relativa es variable y las
temperaturas pueden ser muy altas (> 90° C) lo cual puede afectar la
efectividad del método de control. Es importante realizar evaluacio-
nes de hongos entomopatégenos en condiciones de invernadero para
determinar su efectividad y las dosis apropiadas antes de utilizarse
en condiciones de campo.
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