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RESUMEN

El maiz es un grano fundamental para la alimentacién, la cultura y la economia,
especialmente en areas rurales. La conservacion de los granos almacenados es
crucial debido a su importancia alimentaria y su vulnerabilidad ante plagas como
roedores, insectos y hongos. Las plagas causan pérdidas econdémicas significativas
y se clasifican en primarias y secundarias. Una de las plagas mas importantes es
Rhyzopertha dominica, que afecta cereales y semillas en paises como Argentina y
Estados Unidos. Para controlar la poblacion de R. dominica, se utiliza el manejo
integrado de plagas, que combina métodos como, limpieza profunda con productos
biodegradables, uso de aceites esenciales, manipulaciéon de temperatura y
humedad, sin embargo, el método mas comun es el control quimico, que implica el
uso de fumigantes solidos, como pastillas a base de fosfuro de aluminio y bromuro
de metilo, pero son altamente téxicos para humanos y animales. Ademas, se ha
reportado que R. dominica ha desarrollado resistencia al malation, por lo que es
necesario buscar alternativas para el control de esta plaga como el uso de hongos
entomopatdégenos como Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, ya que estos
hongos producen metabolitos téxicos que debilitan al insecto provocando la muerte.
En este experimento se evaluaron metabolitos de M. anisopliae y B. bassiana, a
través de dos bioensayos por pelicula residual y por inmersion en condiciones de
laboratorio, donde se aplicaron diferentes concentraciones 500 ppm, 1000 ppm,
2500 ppm, 3000 ppm, 3500 ppm, 5000 ppm, 6500 ppm, 8000 ppm y 10000 ppm,
donde se registr6 la mortalidad diaria durante seis dias y se calcul6 el porcentaje de
mortalidad y la concentracion letal media (CLso) de cada tratamiento. De acuerdo
con los resultados la dosis de 6500ppm de M. anisopliae en pelicula residual y 500
ppm de B. bassiana en inmersion presentaron el mayor porcentaje de mortalidad
alcanzando hasta 12.2%. Para la concentracion letal media (CLso) en pelicula
residual B. bassiana presentd un valor de 4453317 ppm siendo la dosis mas baja.
Estos resultados muestran que ambos hongos tienen potencial de control sobre R.
dominica, pero su eficacia depende del método de aplicacion y la concentracion
utilizada.

Palabras clave: Entomopatdgenos, metabolitos, Rhyzopertha dominica.



ABSTRACT

Corn is a fundamental grain for food, culture and economy, especially in rural areas.
The conservation of stored grains is crucial due to their food importance and their
vulnerability to pests such as rodents, insects and fungi. Pests cause significant
economic losses and are classified into primary and secondary pests. One of the
most important pests is Rhyzopertha dominica, which affects cereals and seeds in
countries such as Argentina and the United States. To control the population of R.
dominica, integrated pest management is used, which combines methods such as
deep cleaning with biodegradable products, use of essential oils, temperature and
humidity manipulation; however, the most common method is chemical control,
which involves the use of solid fumigants, such as tablets based on aluminum
phosphide and methyl bromide, but they are highly toxic to humans and animals. In
addition, it has been reported that R. dominica has developed resistance to
malathion, so it is necessary to seek alternatives for the control of this pest such as
the use of entomopathogenic fungi such as Metarhizium anisopliae and Beauveria
bassiana, since these fungi produce toxic metabolites that weaken the insect
causing death. In this experiment, metabolites of M. anisopliae and B. bassiana were
evaluated through two bioassays by residual film and by immersion under laboratory
conditions, where different concentrations of 500 ppm, 1000 ppm, 2500 ppm, 3000
ppm, 3500 ppm, 5000 ppm, 6500 ppm, 8000 ppm and 10000 ppm were applied,
where daily mortality was recorded for six days and the percentage of mortality and
the mean lethal concentration (LCso) of each treatment were calculated. According
to the results, the doses of 6500ppm of M. anisopliae in residual film and 500 ppm
of B. bassiana in immersion presented the highest percentage of mortality reaching
up to 12.2%. For the mean lethal concentration (LCso) in residual film B. bassiana
presented a value of 4453317 ppm being the lowest dose. These results show that
both fungi have the potential to control R. dominica, but their efficacy depends on

the method of application and the concentration used.

Key words: Entomopathogens, metabolites, Rhyzopertha dominica.
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INTRODUCCION

Los granos almacenados son esenciales para asegurar la disponibilidad continua
de alimentos especialmente en periodos de escasez o alteraciones en la produccion
agricola, lo cual permite mitigar el impacto de factores climaticos adversos y
garantizar el acceso a productos basicos durante el afio, ademas, contribuye a la
estabilidad econdmica al equilibrar la oferta y la demanda, evitando fluctuaciones
de precios (Garcia-Lara et al., 2007).

Alo largo de la historia, el maiz ha constituido uno de los granos de mayor relevancia
en términos de almacenamiento y conservacion, su importancia radica no solo en
su valor alimenticio, sino también en su profundo significado cultural, el
almacenamiento adecuado de este grano es crucial debido a su uso de amplia gama
a lo largo del tiempo (FAO, 2001). Sin embargo, estos granos son atacados por
diferentes plagas que son favorecidas por la temperatura y la humedad del almacén
(Arévalos et al., 2021). En México, la presencia de plagas en los granos
almacenados es superior al 80% en regiones humedas, afectando la calidad
comercial del grano y ademas genera condiciones Optimas para el ataque de
hongos por lo que el costo de insecticidas y fungicidas aumenta, poniendo en riesgo
los limites maximos de residuos (Garcia et al., 2003). Las plagas que afectan
gravemente a los granos almacenados son principalmente cole6pteros con el 75%
como los géneros Sitophilus spp., Tribolium spp. y Rhyzopertha spp., el 15% son
lepidopteros como Plodia interpuctella, Sitotroga cerealella y el resto como
cucarachas, roedores, acaros y hongos (Vifiuela et al., 1993).

El barrenador menor del grano Rhyzopertha dominica es una plaga de gran
importancia en granos almacenados dafiando la calidad del producto, contaminando
y deteriorando el grano (Edde, 2012). Dentro de los insecticidas residuales para el
control de este insecto esta el malation y deltametrina siendo altamente toxicos
(Hernandez y Sissinno, 2007), otro método de control es la fumigacion con fosfina
siendo el mas utilizado, sin embargo, causa dafos a la salud humana por lo que es

necesario disminuir el uso de productos quimicos (lturralde-Garcia et al., 2022).



Una alternativa para el control de este insecto son los hongos entomopatégenos,
entre los mas destacados estan Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, ya
gue han demostrado un amplio uso y eficacia como insecticidas biologicos, la accion
letal de estos hongos se debe a la produccion de toxinas que afectan al insecto de
varias maneras: inhiben su alimentacion, causan desorientacion, cambios de color
y destruccion de tejidos, lo que finalmente conduce a la muerte de los insectos

(Gonzéles-Castillo et al., 2012).



Objetivo general

Evaluar en condiciones de laboratorio el efecto insecticida de metabolitos de
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana sobre adultos de Rhyzopertha

dominica.
Objetivos especificos

Evaluar el porcentaje de mortalidad de Rhyzopertha dominica mediante bioensayos

de inmersion y pelicula residual.

Determinar la CLso de los metabolitos en los bioensayos de inmersion y pelicula

residual sobre Rhyzopertha dominica.
Hipotesis
Se estima que al menos uno de los tratamientos evaluados sea efectivo en el control

de Rhyzopertha dominca.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del maiz

El maiz es uno de los granos basicos mas importantes y necesarios en la
alimentacion, sociedad, cultura y economia (SADER, 2023). La cual tiene un
profundo significado e impacto en la historia, especialmente en zonas rurales en
donde esta presente en la vida cotidiana (Kato et al., 2009).

En 2023 Estados Unidos fue el mayor productor de maiz a nivel mundial, con una
produccion de 389.69 millones de toneladas, como segundo lugar China con 289.08
millones de toneladas y Brasil ocupo el tercer lugar 131.95 millones de toneladas
(FAO, 2023). En México la produccion total de maiz en grano en 2023 fue de 22,
046, 099.16 ton, en donde los principales estados productores fueron Sinaloa con
6,590,097.93 ton, Jalisco 1,957,724.20 ton y Guanajuato 1,678,972.75 ton (SIAP,
2023).

Importancia de granos en el almacén

La conservacién de los granos almacenados es importante para el ser humano
debido a su relevancia en la dieta, por ello es necesario protegerlos de otros
competidores, esto es necesario debido a la creciente demanda de alimentos
conforme incrementa la poblacion mundial (Apodaca, et al., 2009). La mayoria de
los granos son utilizados para alimento o semilla y pueden ser almacenados durante
semanas o afios, esto como ultimo paso de la produccién agricola, para ello es
necesario conservar la calidad del producto, eligiendo el tipo de almacén adecuado
ademas de controlar la temperatura y humedad (Meza et al., 2009). Sin embargo,
aun con las medidas adecuadas el producto almacenado es propenso al ataque de
roedores, insectos, hongos y bacterias que son la causa de las pérdidas de los
granos, a nivel mundial los insectos pueden atacar hasta un 10% de almacenes

favoreciendo su desarrollo la temperatura y humedad (Garcia et al., 2009).



Importancia de los insectos plagas en granos almacenados

Los granos son de gran importancia para el consumo humano, animal e industrial y
son atacados por insectos, hongos y roedores, en México el 75% se cultiva en
temporal con agricultores de pequefia y mediana escala, durante la cosecha existe
un problema ya que es necesario almacenar el producto para el autoconsumo y
conservacion del grano, ya que son susceptibles a hongos del género Fusarium y
Aspergillus productores de micotoxinas, ademas, de los insectos que causan
grandes pérdidas (Nava y Garcia, 2009), estos insectos tienen una alta movilidad y
pueden migrar a diferentes areas en busca de alimento siendo los 6rdenes
coleodptera y lepidoptera las mas importantes (Torres-Avendario et al., 2022). Los
insectos que causan mayor pérdida econémica en el almacén son las infestaciones
primarias de Sitophilus oryzae y Rhyzopertha dominica y las infestaciones
secundarias son por Oryzaephilus surinamensis y Tribolium castaneum (Musso,
2023).

Plagas que se encuentran en el maiz almacenado

Durante el proceso de almacenamiento del maiz existen factores que incrementan
la poblacién de plagas dependiendo de la region donde se encuentre el grano, las
condiciones climéticas y el sistema de almacenamiento (SADER, 2024). Los
insectos que mas causan dafio a los granos enteros y sanos se conocen como
plagas primarias, teniendo que el adulto o la larva penetran la cubierta del grano,
ovipositando o alimentandose de él, algunas especies de mayor importancia son
Sitophilus oryzae, S. granarius, S. zeamais y Rhyzopertha dominica (Patifio et al.,
2021). Por otro lado, se conocen como plagas secundarias a los insectos que atacan
a los granos partidos o dafiados por plagas primarias reproduciéndose facilmente,
siendo Tribolium castaneum, T. confusum, Oryzaephilus surinamensis, entre otras
especies (Felicitti, 2020). Estas especies producen dos tipos de dafios, directos que
acortan la capacidad germinativa y el valor nutritivo del grano, asi como también, la

pérdida del peso y los dafios indirectos son los mas importantes las cuales afectan



tanto al comercio como al consumo humano o animal, ya que pueden ser

hospederas de patdogenos como bacterias y hongos (Vifiuela et al., 1993).

Gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais Motchulsky).

El gorgojo del maiz es una plaga importante que afecta a todos los cereales
principalmente a los granos de maiz y sorgo, este insecto pertenece a la familia de
los curculionidos del orden coledptera (Garcia-Lara et al., 2007). Los adultos son de
color café a casi negro, una caracteristica es que la parte anterior de su cabeza es
delgada y alargada en forma de pico, sus élitros tienen manchas rojizo-amarillo y
tiene una gran capacidad de volar, la hembra llega a poner hasta 250 huevecillos
teniendo 2 a 3 generaciones por afio, su ciclo biolégico dura 4 a 6 semanas
dependiendo de la temperatura (Garcia et al., 2009). La infestacion de este insecto
comienza cuando el grano tiene una humedad relativa del 50% y se reportan que la

tasa del dafio puede alcanzar el 30-40% (Sebayan et al., 2023).

Gorgojo del trigo (Sitophilus granarius L.)

Es un pequeiio curculionido que se alimenta de granos almacenados como el trigo,
avenay maiz, este insecto mide de 3 a 4 mm de longitud, es de cuerpo cilindrico de
color café obscuro con manchas claras en sus élitros, la hembra puede ovipositar
hasta 250 huevecillos, el ciclo biolégico dura de 30 a 42 dias (Burghetti et al., 2022).
Se reproduce Unicamente con una humedad mayor de 9.5% y una temperatura de
12 °C, el ataque del adulto y larva afecta la calidad y el peso del grano, también
favorece a la aparicion de mohos y pueden sobrevivir hasta 115 dias sin alimento
(Boniecki et al., 2020). Dentro de las alternativas como control biorracional de este
curculionido existen algunos extractos de Heliopsis longipes (Parola-Contreras,
2019).



Gorgojo castafo de la harina (Tribolium castaneum Herbst).

Es una plaga internacional de productos almacenados, su capacidad de encontrar
e infestar productos basicos es alta, ha sido un modelo para estudiar la biologia
evolutiva y del desarrollo, al igual que otros coledpteros (Campbell et al., 2022). T.
castaneum posee una metamorfosis completa, la longitud promedio es 3-4 mm, la
hembra pone huevecillos de manera aislada llegando a poner alrededor de 400
huevecillos durante mas de un afio, dependiendo de las condiciones ambientales
su ciclo de vida es de aproximadamente de 30 a 40 dias, la temperatura y humedad
relativa para su desarrollo son de 25 °C y 75% (Vifiuela et al., 1993). Como
insecticida botanico para el control de esta especie se utilizan los aceites de
Balanites aegyptica, que contiene compuestos quimicos como acidos que al tener

contacto provoca toxicidad en el insecto (Mokhtar et al., 2021).

Barrenador menor del grano (Rhyzopertha dominica).

Esta plaga fue descrita por Fabricius en 1792, posteriormente Potier en 1935 se
encargo de realizar experimentos de la biologia y los habitos alimenticios, enseguida
Birch en 1944 realiz6 algunas investigaciones acerca de la temperatura y humedad
relativa en el desarrollo de huevecillos y en 1945 observo las causas de mortalidad
en inmaduros, por otra parte, Howe en 1950 trabaj6 en el desarrollo de Rhyzopertha
dominica bajo condiciones controladas y Golebiowska en 1962 observd que las

hembras no ovipositan a una temperatura debajo de 16°C (Fanori y Garcia, 1992).



Clasificacion Taxondmica

Este insecto presenta la siguiente posicién taxonémica (Garner, 1933).
Reino: Animalia
Phyllum: Artropoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Familia: Bostrichidae
Género: Rhyzopertha

Especie: dominica

Origen y distribucién

El pais de origen de esta plaga es India, sin embargo, es de gran importancia como
plaga de granos almacenados en paises como Argentina y Estados Unidos,
ademas, también se ha registrado que puede atacar madera (Potter, 1935), debido
a su amplia distribucién geogréafica, R. dominica es considerada una plaga
cosmopolita de los cereales, presente en todo el mundo (Buonocore et al., 2017),
en Cuba, especificamente, se reporta como una de las plagas primarias que afectan
la semilla de arroz almacenado (Pacheco et al., 2008).

Descripcion morfolégica

R. dominica es un pequefio insecto que se caracteriza por su color café castafio que
mide aproximadamente 3 mm de largo, con cuerpo cilindrico lo que le permite
moverse facilmente, el pronoto de esta especie es casi redondo y presenta un
declive poco marcado, el protorax tiene forma de capucha que cubre la cabeza,
mientras que sus antenas son de forma triangular y aplanadas compuestas por 10
segmentos, el ciclo reproductivo de este insecto comienza con la puesta de huevo

gue son blancos, al igual que la larva que tiene forma arqueada con tres pares de



patas y la pupa inicialmente blanquecina aunque luego se obscurece (Garcia et al.,
2009).

Ciclo de vida.

Esta especie posee una metamorfosis completa, lo que significa que su ciclo consta
de cuatro estadios huevo, larva, pupa y adulto (Musso, 2023). La hembra puede
poner alrededor de 500 huevecillos por oviposicion, estos duran 32 dias a una
temperatura de 18°C, las larvas jovenes no pueden penetrar el grano y mudan dos
veces, en cambio si se encuentran dentro del grano pueden mudar hasta cinco
veces, este desarrollo dura de 27 a 31 dias a 28 °C, la pupa se desarrolla en una
celdaydurade 5 a7 dias a 28°C y el adulto permanece en el grano entre 3 a 5 dias
antes de alimentarse, la oviposicién de esta especie comienza 15 dias después y
puede durar hasta 4 meses, este barrenador vuela facilmente ya que son

trasladados por corrientes de aire (Mason, 2018).

Dafios y perdidas

Durante el almacenamiento, R. dominica se alimenta de varios cereales,
principalmente de granos y semillas que pertenezcan a las familias poaceae y
fabaceae, también se reportan dafios en productos farmacéuticos almacenados,
cuero, madera, yeso de barro y papel (Edde, 2012). El dafio que causa la larva y el
adulto afecta la calidad comercial, provoca pérdida de peso en el grano y genera
condiciones Optimas para la infeccion de hongos ya sea por la alimentacién u
oviposicion del insecto en donde penetra el grano dejando perforaciones irregulares,
granos partidos y formacién de polvillo (Abadia y Bartosik, 2013).

Se reporta que en trigo la perdida es del 5 al 15% a nivel mundial (lturralde-Garcia
et al., 2022). En Argentina se pierde alrededor del 6% de la produccion de granos
almacenados (Fusé et al., 2013) y en México no se encuentra informacién precisa
sobre la cantidad de perdidas, pero se calcula que aproximadamente entre el 5y
25% se pierde en la produccion total de granos basicos debido al dafio de insectos
(Mendoza et al., 2016).



Control de Rhyzopertha dominica.

El manejo integrado de plagas es una alternativa ya que reduce la poblacion, sin
afectar la relacion costo-beneficio del cultivo y no interfiere en la relacion de las
plagas y sus enemigos naturales, este manejo incluye diferentes métodos de control
(Chicare, 2018). Dentro de la prevencion esta la pre-limpieza del grano que es
remover el material fino, por otro lado, el enfriamiento del almacén por aeracion con
ayuda de ventiladores favorece que el aire circule y disminuya la reproduccion de
los insectos (Ferrari et al., 2017), posteriormente hacer limpieza a fondo desde
paredes, piso, techo o cualquier repisa con ayuda de detergentes biodegradables
con cloro y desinfectante que no deje residuos, al igual que el personal que esté
involucrado de manera constante, hacer uso de vestimenta adecuada y utilizar
herramientas necesarias (Garcia et al., 2009).

Otra alternativa a este problema es el uso de aceites esenciales extraidos de plantas
aromaticas presentando propiedades insecticidas, el modo de acciéon no esti
completamente identificado, ya que algunos extractos actian bloqueando los
receptores y dafiando el sistema nervioso, siendo un ejemplo el extracto de Peumus
boldus (Pizarro et al., 2014), ademas, se reporta el uso de aceites como canela,
comino, eneldo, romero, lavanda y ajo combinados con radiacibn gamma la cual
produce un efecto toxico en los adultos (Salman y Hamad, 2024), por otra parte, el
extracto de hoja de moringa causa hasta el 81% de mortalidad en R. dominica
(Yarasir et al., 2024).

Como control fisico se utilizan algunos factores abiéticos que se manipulan como la
temperatura, en donde el almacén debe de estar por debajo de los 15 °C o0 mayor a
los 35 °C, por otra parte, reducir la humedad del grano a niveles minimos, ya que
los insectos no pueden desarrollarse ni reproducirse en estas condiciones (Meza et
al., 2009), de igual manera el uso de polvos inertes para combatir insectos fueron
registrados en el aflo 2000 A.C aproximadamente, y se refiere a la utilizacion de
tierra de diatomeas en China, actualmente es usado para la proteccion de granos

almacenados en paises como Europa y Asia, siendo compuestos por diéxido de
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silicio (Si02) y restos fosilizados de diatomeas de algas unicelulares que provienen
de ambientes marinos como océanos, lagunas o lagos, el mecanismo de accion de
este insecticida es la absorcion de los lipidos cuticulares del insecto que provoca su
deshidratacion y muerte (Fusé et al., 2013).

El control quimico se requiere cuando la densidad de poblacion es alta, para el
control de esta plaga se emplean fumigantes, como gases que penetran el grano y
eliminan a los insectos tanto en su superficie como en su interior, estos productos
son altamente peligrosos para los humanos y animales (Johnson y Townsend,
1981). Se reporta que desde el afio 1958 R. dominica y otros insectos de almacén
han desarrollado resistencia al ingrediente activo malation en regiones como el
Medio Oeste y Sudeste (Zettler y Cuperus, 1990), por lo anterior se han utilizado
mezclas de organofosforados y piretroides sintéticos que han sido efectivos para su
control (Garcia-Lara et al., 2007), el mecanismo de accion de estos compuestos se
basa principalmente en interferir el sistema nervioso, inhibiendo la enzima
colinesterasa, dentro de este grupo de insecticidas se encuentran productos como
el diazindén y clorpirifés, también, el lindano se utiliza comdnmente para el
recubrimiento de semillas, demostrando eficacia contra insectos de suelo, ademas,
en forma de humo es efectivo para el control de plagas de granos almacenados, ya
gue puede penetrar la cuticula de los insectos (Ponce et al., 2006), de igual manera,
actla sobre el sistema nervioso pero no inhibe la enzima colinesterasa, en Nigeria
el lindiano se utiliza para controlar el gorgojo que afecta la nuez de cola (Dutta y
Schafer, 2003). Ademas de estos productos, se reporta el uso de fumigantes solidos
como las pastillas a base de fosfuro de aluminio (que libera gas fosfina) o fosfuro de
magnesio, siendo estos pesticidas de bajos costo, sin embargo, son severamente
toxicos en humanos y animales ya que pueden ser inhalados, ingeridos o por
contacto, la vida media de este gas en el aire expuesto a la luz es de cinco horas y
sin luz puede durar hasta 28 horas, causando una tasa de mortalidad del 50% en
R. dominica (Moghadamnia, 2012), por otra parte, se reporta el uso del bromuro de
metilo para la fumigacion de almacenes, sin embargo debido a su toxicidad y a que
el gas que libera al ambiente debilita la capa de ozono fue prohibido en 2007 y en
México ya no se importa este producto (Gonzélez, 2006; SEMARNAT, 2014).
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Control bioldgico

Este método plantea el uso de organismos benéficos o enemigos naturales, con el
objetivo de reducir la poblacion de la plaga, como agentes de control natural estan
los depredadores, parasitoides y patdégenos, la cual se vuelve una alternativa a los
insecticidas quimicos (Nicholls, 2008), este control puede ser de manera directa o
indirecta con ayuda de enemigos naturales como las avispas que pertenecen a la
familia Pteromalidae, Hymenopteras, depredadores como el escarabajo
Tereotrisoma nigrescens o parasitos como Bracon hebetor (Garcia-Lara et al., 2007)
también feromonas y sustancias que pertenezcan al grupo de entoméfagos y
patégenos (Chicaré, 2018).

Hongos entomopatégenos

Son organismos microscopicos que se desarrollan en ambientes frescos, himedos
y con poca luz solar, se pueden encontrar en estiércol, suelo, plantas e insectos y
desempeifian un papel importante en el control biolégico de insectos plaga, segun
estudios, existen alrededor de 700 especies de hongos entomopatdégenos,
distribuidas en 100 géneros, siendo los més importantes Metarhizium, Beauveria,
Erynia, Fusarium, Paecelomyces y Verticillium (Jiménez-Martinez, 2009). Estos
hongos producen metabolitos toxicos lo que provoca la muerte del insecto, la
mayoria de estos productos pertenecen a hongos Hypocreales, en las cuales esta
Beauveria spp. Metarhizium spp., Lecanicillium spp., e Isaria spp. (Espinel et al.,
2019).

Metarhizium anisopliae

Fue aislado por Lya Mechnikon en 1879, es uno de los hongos filamentoso mas
comunes que se ha investigado y utilizado como patégeno natural para controlar
una amplia gama de insectos principalmente a coleopteros y lepidopteros, se

encuentra en el ambiente hasta en el suelo (Hernandez-Rosas et al., 20219). M.
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anisopliae causa la “Musca verde”, una enfermedad que infecta a larva y pupa lo
cual provoca lentitud y pérdida de apetito, la infeccion se ve a simple vista ya que
es de color verde y polvorienta de conidios (Pacheco et al., 2019), puede tardar
alrededor de 6 dias en aparecer la infeccién, las condiciones que requiere este
hongo son alta humedad, luz ultra violeta baja y con temperatura de 18 a 29°C, el
proceso de infeccion de esta especie en insectos es por medio de las esporas, las
cuales se dispersan por el viento o lluvia y se adhieren al huésped en donde las
esporas germinan y penetran al insecto, el hongo comenzara a crecer y producira
una toxina lo que hara que los nutrientes exploten dentro del insecto, posteriormente
el hongo crece y reproduce fuera del insecto facilitando su propagacion en el
ambiente (SWoboda, 2022).

Metabolitos secundarios en Metarhizium anisopliae

M. anisopliae produce una diversidad de metabolitos, siendo las destruxinas la mas
estudiadas por su toxicidad y esta se genera a partir de la fermentacion del hongo,
existiendo 38 variantes que se agrupan en cinco categorias quimicas, etiquetadas
de la A a la E, entre estas las destruxinas A, E y B han demostrado propiedades
insecticidas, su importancia radica en que debilitan las defensas del huésped,
afectando el sistema muscular y los tubos de Malpighi, lo que dificulta la
alimentacion y movilidad (Schrank y Vainstein, 2010). EI compuesto conocido como
serinociclinas tiene actividad insecticida para control de larvas de mosquito, en
cambio, metaquelines y ferricronina son sideroforos teniendo la facilidad de adquirir
hierro, lo que es crucial para la supervivencia de los organismos, algunos otros son
Tirosina betaina, metarhizinas, citocalasinas, taxonos, algunos de estos metabolitos

inhiben actividades enziméticas como la ATPasa (Pavone, 2021).

Beauveria bassiana

Fue descubierto por Agostino Bassi en el siglo XIX a partir de cadaveres de gusanos
de seda, es capaz de invadir y afectar a mas de 200 especies de insectos (Wang et
al., 2021). Este hongo pertenece a la clase de los Deutoromycetes, siendo uno de
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los primeros entomopatdégenos para el control de insectos, pudiendo ocasionar la
enfermedad conocida como “muscordina blanca”, en medios de cultivo su desarrollo
dura 21 dias a temperaturas de 27 °C aproximadamente, este hongo se identifica
por ser polvoriento, blanco algodonoso o amarillo cremoso” (Herndndez-Dominguez
et al.,, 2024). El ciclo de vida de este hongo comienza cuando las conidias se
adhieren a la cuticula de los insectos, seguida de la germinacion de la unidad
infectiva sobre la cuticula, luego penetra al insecto por el tubo germinativo
produciendo metabolitos toxicos provocando la muerte del huésped, una vez que el
insecto muere pasa a la fase de multiplicacion de levadura o cuerpos hifales en el
homocele en donde crece en forma micelial e invade todos los 6rganos del huésped,
finalmente las hifas penetran desde el interior hacia el exterior del insecto
completando su ciclo de vida y propagandose en el ambiente (Herndndez y
Berlanga, 1999). También se ha reportado algunos estudios del uso de este hongo
para el control de huevos y ninfas de B. tabaci teniendo un porcentaje de mortalidad
hasta el 96.5 % (Ruiz et al., 2009).

Metabolitos secundarios de Beauveria bassiana

El hongo B. bassiana produce gran cantidad de metabolitos dentro de los que
descatan ossporeina, tenelina, bassianina, beauvericina, bassianolida y acido
oxalico (Avila-Hernandez et al., 2022), siendo bauvericina el metabolito mas
estudiado ya que destruye células o tejidos y produce alteraciones en la muda y
metamorfosis del insecto (Borges et al., 2010), la actividad insecticida de este
metabolito se reportd por primera vez en el afio 1969 por Hamill et al. (1969), por
otro lado, el metabolito bassianolida tiene la capacidad de inhibir la concentracién
del musculo inducida por la acetilcolina a diferentes larvas de insectos y oosporeina
tiene propiedades antitumorales, antioxidantes y citotéxicas (Garcia-Estrada et al.,
2016).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El experimento se realiz0 en el Laboratorio de Toxicologia ubicado en el
Departamento de Parasitologia Agricola, perteneciente a las instalaciones de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Incremento de colonia de Rhyzopertha dominica.

Se establecio la colonia del barrenador R. dominica colocando granos de maiz libres
de plagas y enfermedades en un recipiente de plastico transparente de 3 litros,
posteriormente se introdujeron 400 adultos de R. dominica y el recipiente se cubrid
con tela de organza sujetado con una liga para prevenir la fuga de los insectos.
Después, el recipiente se coloc6 en una camara bioclimatica con una temperatura

de 26+2°C, esto para lograr el incremento del insecto.

Establecimiento de bioensayos

Se evaluaron metabolitos de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, a través
de dos bioensayos por pelicula residual y por inmersion en cajas Petri, utilizando
diferentes concentraciones 500 ppm, 1000 ppm, 2500 ppm, 3000 ppm, 3500 ppm,
5000 ppm, 6500 ppm, 8000 ppm y 10000 ppm, con tres repeticiones para cada
tratamiento. Se evalud la mortalidad de R. dominica durante las 24, 48, 72, 96, 120,
144 y 168 horas, tomando como criterio de mortalidad la ausencia de movilidad a
través de estimulos con la ayuda de un pincel. Se contd con testigos absolutos para

cada bioensayo y unicamente fueron tratados con agua.

Para el método de pelicula residual se utiliz6 Tween 80 como adherente, se
adicionaron las cajas Petri con 1ml del producto y con ayuda de una varilla
previamente esterilizada se esparcio uniformemente sobre la superficie de la caja,
cuando se evaporo el liquido completamente se colocaron 30 insectos adultos de

R. dominica en cada caja.
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Para la técnica de inmersion se prepararon 100 ml de las diferentes
concentraciones. Después se colocaron 30 insectos en una tela (Organza) en donde
se sumergieron por 5 segundos en cada dosis, posteriormente se elimino el exceso

de liquido con toallas de papel y se colocaron los insectos en cajas Petri.

Analisis estadistico

Una vez obtenidos los datos se calcul6 el porcentaje de mortalidad y se calculé la
concentracion letal media (CLso) para cada uno de los tratamientos, a través de un
analisis Probit mediante el programa estadistico Statistical Analysis System (SAS)

version 9.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la grafica 1 se presentan los resultados del bioensayo de pelicula residual
utilizando metabolitos de Metarhizium anisopliae, en donde los datos muestran que
la concentracion de 6500 ppm alcanz6 una mortalidad del 12.2% en adultos de
Rhyzopertha dominica transcurridos 7 dias, con un aumento de mortalidad de 2.2%
después de 72 horas. Por otro lado, el tratamiento con 8000 ppm alcanzé una
mortalidad del 10% en el mismo periodo, con un incremento promedio de mortalidad
de 2.2% por dia. Sabbour, (2015) evalu6 el efecto de la destruxina y la nano-
destruxina para el control de Tribolium castaneum y T. confusum bajo condiciones
in vitro y en almacén, encontrando que estos metabolitos disminuyen la oviposicidon
de estos insectos por arriba del 50% transcurridos 120 dias, ademas, el porcentaje
de emergencia se redujo hasta un 19% en comparacién con el testigo absoluto. Por
otra parte, Wakil et al. (2015), evaluaron la eficacia de M. anisopliae solo y en
combinacion con tierra de diatomeas para controlar adultos de Sitophilus oryzae, en
donde se utilizaron tres dosis diferentes 2,78 x 108, 107 y 108 conidias kg y tierra
de diatomeas a 100 ppm y 200 ppm. La mortalidad se determiné a los 7, 14y 21
dias después del tratamiento. Los resultados mostraron que la dosis mas alta de M.
anisopliae en combinacion con tierra de diatomeas a 200 ppm presentd una
mortalidad del 71% a los 21 dias.
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Grafica 1. Porcentaje de mortalidad de R. dominica en bioensayo de pelicula

residual con metabolitos de M. anisopliae.
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En la grafica 2. podemos observar el porcentaje de mortalidad de R. dominica con
metabolitos de B. bassiana en bioensayo de pelicula residual destacando la
concentracion de 10,000 ppm alcanzando un 8.9% de mortalidad, con un
incremento del 2.2% en las dltimas 24 horas, seguido de la concentracion de 8000
ppm alcanzando un 7.8% de mortalidad. Segun Rosas-Garcia et al. (2020),
realizaron bioensayos que demostraron diferencias significativas en la mortalidad
causada por diversas cepas de B. bassiana en Spodoptera exigua y Spodoptera
frugiperda. Los resultados mostraron que tres cepas causaron las tasas de
mortalidad mas altas, alcanzando un 44% exclusivamente en S. frugiperda.
Ademas, encontraron que la inyeccion del extracto con bassianolida (1 mg/mL)
causo un 26% de mortalidad en larvas de S. exigua después de 24 horas. Sheeba
et al., (2001) realiz6 bioensayos utilizando diferentes dosis de conidias de B.
bassiana para determinar su efecto sobre la mortalidad de Sitophilus oryzae, en
donde la dosis mas alta fue de 7.6 conidia/ml de B. bassiana fue la méas efectiva,
alcanzando un porcentaje de mortalidad del 75.8% después de 25 dias. Rice y
Cogburn, (1999) evaluaron la bioactividad del aislado 22292A de Beauveria
bassiana en tres tipos de sustratos alimentarios, medios para gorgojo rojo, arroz
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integral de grano medio y arroz aspero de grano largo. La evaluacion se realiz6 a
una temperatura de 27°C y una humedad relativa del 60%. Los resultados mostraron
que la mortalidad del gorgojo rojo y del barrenador menor de los granos fue de
aproximadamente el 80% cuando estos insectos se criaron en un medio para
gorgojo rojo que contenia 2.3 x 108 conidios por gramo. Ademas, se observé un
aumento significativo en la mortalidad con respecto a los controles alos 7, 14y 21

dias después del tratamiento.

Grafica 2. Porcentaje de mortalidad de R. dominica en bioensayo de pelicula

residual con metabolitos de B. bassiana.
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En la grafica 3. Se presentan los porcentajes de mortalidad, utilizando metabolitos
de M. anisopliae mediante bioensayo de inmersion, en donde podemos observar
que la concentracion de 1000 y 3000 ppm alcanzaron una mortalidad del 4.4%,
seguida de la concentracion 2500 ppm, con un porcentaje de mortalidad del 3.3%.
De acuerdo con Kershaw et al. (1999) el metabolito conocido como Destruxina no
siempre esta presente en las cepas de M. anisopliae, sin embargo, este hongo es
patdgeno de Manduca sexta, Schistocerca gregaria y Otiorhynchus sulcatus,

pudiendo en algunos casos matar a los insectos por micosis y en el caso de las
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cepas que producen destruxinas el porcentaje de mortalidad es mayor a las cepas
que no producen estos metabolitos. Ruelas-Ayala et al. (2013) evaluaron 10
aislados de B. bassiana y dos de M. anisopliae para el control de adultos de
Sitophilus zeamais durante 6 dias, utilizando una concentracion de 1 x10°
conidia/ml, los resultados mostraron que los aislados B11-1 y B14-5 fueron mas
efectivos, registrando mortalidades del 93% y 90%, en cambio, los aislados de M.
anisopliae, registraron mortalidades mas bajas ya que la cepa M20 obtuvo una

mortalidad del 76.6%, mientras que la cepa M21 caus6 una mortalidad de 53.3%.

Grafica 3. Porcentaje de mortalidad de R. dominica en bioensayo de inmersion con

metabolitos de M. anisopliae
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En la grafica 4, podemos observar la mortalidad reportada del bioensayo de
inmersion con metabolitos de B. bassiana, destacando la concentracion de 500
ppm, alcanzando el 12.2% de mortalidad, teniendo un incremento del 4.4%, de igual
manera podemos destacar la concentraciéon de 5000 ppm, que alcanzo un 10 % de
mortalidad. Sin embargo, durante el conteo en los tratamientos de B. bassiana en
ambos bioensayos se observaron dafios visibles sobre la cuticula en insectos

muertos y vivos a partir de los cinco dias del establecimiento del experimento, segun
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Gonzéles-Castillo et al. (2012) mencionan que los metabolitos afectan de varias
maneras como la destruccion de tejidos, inhibicion de la alimentacion,
desorientacion y cambio en la coloracion de los insectos, por otra parte, Borges et
al. (2010) comentan que el metabolito bauvericina destruye células o tejidos y
produce alteraciones en la muda y metamorfosis del insecto. Por otra parte,
Arboleda et al. (2003) mencionan el efecto de bauvericina por inmersion sobre
larvas de primer instar y adultos de Hypothenemus hampei, teniendo como
resultado mayor mortalidad acumulada en adultos con la dosis mas baja (25 ng/ml)
teniendo un 29% de mortalidad en el dia 15, la bauvericina demostré ser mas
efectiva en larvas alcanzando una mortalidad del 50% al dia 8, esto se puede atribuir
a que en adultos al grosor de la cuticula, la presencia de melanina en el insecto y
la esclerotizacion que se presenta en coledpteros limitan su eficacia. Por otra parte,
Musso et al. (2020), evaluaron la eficacia de 10 hongos entomopatdgenos
pertenecientes a las especies B. bassiana, M. robertsii, M. anisopliae sensu lato y
Cordyceps fumosorosea para el control de R. dominica mediante suspension de
esporas, los tratamientos se aplicaron por aspersion y posteriormente se incubaron
durante 15 dias en condiciones de laboratorio. De acuerdo con los resultados los
aislamientos de B. bassiana causaron mayor mortalidad, con valores entre 47% vy
65%, en comparacion con los otros aislamientos fungicos que causaron una

mortalidad maxima del 21%.
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Grafica 4. Porcentaje de mortalidad de R. dominica en bioensayo de inmersién con

metabolitos de B. bassiana.
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En el cuadro 1 se muestran los resultados de la CLso de los metabolitos de M.
anisopliae y B. bassiana mediante el bioensayo de pelicula residual, siendo el
tratamiento de B. bassiana el que obtuvo la CLso méas baja con 4453317 ppm. Portilla
et al. (2017) probaron cepas de B. bassiana en Chrysoperla rufilabris, la aplicacién
de la cepa fue mediante pulverizacién utilizando cuatro concentraciones, los
resultados mostraron que las hembras de Chrysoperla rufilabris fueron las mas
afectadas obteniendo una CLso de 2,11 esporas/mm? de B. bassiana. De igual
manera, Portilla et al. (2022) evaluaron el efecto de una cepa comercial y una nativa
de B. bassiana, en la fecundidad de Nezara viridula. Transcurridos 20 dias, los
resultados mostraron que las hembras adultas fueron mas susceptibles a ambas
cepas que los machos adultos y la CLso para las hembras obtuvo un rango de 236 -
326 esporas/mm?, mientras que para los machos fue de 11.134.963 - 5.206.971

esporas/mm? de acuerdo con el origen de la cepa.
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Cuadro 1. CLso de R. dominica en bioensayos de pelicula residual con metabolitos

de M. anisopliae y B. bassiana.

Dosis CLso (ppm) LFI LFS Ec. prediccion P-valor

M. anisopliae | 997256498 - - Y=-2.807+0.311 <.0001

B. bassiana. 4453317 | 216767 5.74748E15 Y=-3.739+0.562 <0.1117

En el cuadro 2 se observan los resultados de la CLso de los metabolitos de M.
anisopliae y B. bassiana mediante bioensayos de inmersion, siendo M. anisopliae
el que obtuvo una CLso mas baja de 6.7278E-12 ppm en comparacion con B.
bassiana. Estos resultados son similares a los reportados por Mosqueira et al.
(2014), quienes evaluaron el efecto biocida en diferentes concentraciones de
conidios de M. anisopliae y B. bassiana sobre larvas de Aedes aegypti en estadio
[ll, en condiciones de laboratorio, los resultados mostraron que para M. anisopliae
al sexto dia obtuvieron una CLso de 3.9 X10* conidios/mL y para B. bassiana se
obtuvo a los cinco dias una CLso de 3.6 X10°. Por otra parte, Amiri et al. (2010)
evaluaron la CLso de las destruxinas A, B y E para el control de P. xylostella 'y P.
cochleariae mediante ensayos de contacto y de inmersion durante cuatro dias, los
resultados mostraron que para P. xylostella las destruxinas A y E presentaron CLso
en ensayos de contacto de 56 y 53 ppm, mientras que, en ensayos de inmersion, la
destruxina A mostré mejor CLso con 30 ppm. Por otro lado, para P. cochleariae, la
destruxina A en ensayos de contacto presenté una CLso de 87 ppm, mientras que,
en ensayos de inmersion, la destruxina E mostr6é una CLso de 58 ppm. Mafla et al.
(2004) evaluaron el efecto de tres aislamientos de B. bassiana (Bb4, Bb10, Bb
cosmo) y dos de M. anisopliae (Mtl, Mt2) sobre larvas de Ancognatha
scarabaeoides, de acuerdo con los resultados para el aislamiento Mtl obtuvo una
CLso de 2.0 x107 esporas/ml, para Mt2 una CLso de 4.9 x107 esporas/ml, Bb10 una
ClLso de 8.8 x107 esporas/ml y finalmente, para B. b cosmo presenté una CLso de
6.1 x107 esporas/ml, siendo variable la patogenicidad de las cepas de la misma

especie ante las larvas.
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Cuadro 2. ClLsode R. dominica en bioensayos de inmersion con metabolitos de M.

anisopliae y B. bassiana.

Dosis CLso (ppm) LFI LFS Ec. prediccion P-valor
M. anisopliae | 6.7278E-12 - - Y=-1.460+0.130 <0.5569
B. bassiana. | 1.1696E-10 - - Y=-1.020+0.102 <0.5359
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CONCLUSIONES

En este estudio podemos resaltar que el uso de metabolitos de B. bassiana puede
ser una alternativa para el control de R. dominica ya que obtuvo el porcentaje de
mortalidad mas alto y la ClLso mas baja, sin embargo, es importante realizar

investigaciones por periodos mas prolongados.
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