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Resumen

El objetivo de este trabajo fue optimizar la interaccion entre los hongos entomopatdgenos y la cuticula de
coledpteros plaga de granos almacenados. Dos cepas de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Bb GHA
y Bb ARSEF 5500) fueron cultivadas en medios de cultivo conteniendo dos fuentes de carbono diferentes:
hidrocarburos analogos a los de insecto o0 glucosa. Tanto los porcentajes de mortalidad de Acanthoscelides
obtectus (gorgojo del poroto) y Rhyzopertha dominica (taladrillo de los granos) como el desarrollo del micelio
sobre la cuticula del huésped aumentaron significativamente luego de rociar los insectos con suspensiones
de esporas de hongos desarrolladas in vitro en medios de cultivo con hidrocarburos respecto a los crecidos en
glucosa. Los resultados demostraron que es posible incrementar la virulencia de los hongos entomopatoge-
nos mediante una modificacion nutricional del medio de cultivo.
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Summary

Insecticidal capacity of hydrocarbon-grown Beauveria bassiana to control
coleopterain stored grain

The aim of this study was to optimize the interaction between entomopathogenic fungi and the cuticle of
coleopteran pests of stored grains. Two strains of Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Bb GHA y Bb
ARSEF 5500) were grown in culture medium containing two different carbon sources, either insect-like hydro-
carbons or glucose. Both, mortality percentage of Acanthoscelides obtectus (bean weevil) and Rhyzopertha
dominica (lesser grain borer) and micelial growth on the host cuticle increased significantly after spraying the
insects with hydrocarbon-grown fungal suspensions compared to glucose-grown. These results showed that
increasing entomopathogenic fungal virulence is feasible by changing the nutrient composition of the culture
medium
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Introduccion

Debido a las estrictas normas de seguridad im-
puestas para el uso de insecticidas quimicos en los
alimentos, su utilizacién para el control de plagas en
granos almacenados es muy limitada. Los plaguici-
das bioldgicos resultan ventajosos por no dejar resi-
duos nocivos para el hombre y el medio ambiente y
por no generar fenémenos de resistencia en los in-
sectos (Roberts, 1989; Lecuona, 1996). Entre los bio-
plaguicidas conocidos, los hongos entomopatoge-
nos tienen la particularidad de penetrar al hospe-
dante a través de su cuticula, caracteristica no comln
en otros entomopatdgenos. Beauveria bassiana (Bal-
samo) Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) es uno de
los hongos mas utilizados y ha sido demostrada su
potencial capacidad insecticida sobre diferentes
coledpteros (Adane et al., 1996; Padin et al., 1997,
2002; Moino et al., 1998; Rice y Cogburn, 1999;
Pedrini et al., 2010a). La infeccion fungica comienza
por la germinacion de los conidios sobre la cuticula
del insecto blanco, la cual cumple una funcién dual:
sirve de sustrato para la adhesion de los conidios y
provee las sefiales quimicas para la produccion de
propégulos. La superficie cuticular, esencial para la
supervivencia del insecto, esta cubierta por una del-
gada capa de lipidos cuya principal funcion es res-
tringir la pérdida de agua, controlar la absorcion de
sustancias quimicas y actuar en procesos de comu-
nicacion quimica (Blomquist et al., 1987; Juérez,
1994). La composicion y estructura quimica de los
lipidos cuticulares de una gran variedad de espe-
cies de insectos, pertenecientes a diferentes oOrde-
nes, han sido caracterizadas detalladamente
(Blomquist y Dillwith, 1985; Lockey, 1988; Nelson y
Blomquist, 1995). Predominan compuestos de muy
larga cadena y escasa reactividad: principalmente
hidrocarburos, alcoholes grasos, ceras, glicéridos y
acidos grasos libres, de muy variadas estructuras.
La composicion de los hidrocarburos cuticulares de
los insectos es de gran importancia en la funcion de
barrera que ejerce la cuticula frente a infecciones
fungicas (Pedrini, et al., 2007).

Para el éxito de los programas de control micro-
biano basados en el empleo de hongos entomopa-
tdgenos no basta con la deteccion de cepas virulen-
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tas, es necesario ademas establecer los tratamien-
tos de aplicacién y disefiar formulados que optimi-
cen su eficiencia. En este sentido, es posible incre-
mentar la capacidad insecticida de B. bassiana cul-
tivando el hongo en un medio conteniendo hidrocar-
buros similares a los cuticulares de los insectos
como Unica fuente de carbono (Crespo et al., 2000;
2002; Pedrini et al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue incrementar la efi-
ciencia insecticida de B. bassiana mediante la mo-
dificacion nutricional del hongo para el control de
coledpteros plaga de granos almacenados.

Materiales y métodos

Hongos entomopatdgenos

Se utilizé B. bassiana cepas GHA, aislada de un
formulado comercial (Mycotech, Butte, USA), y AR-
SEF 5500 (USDA-ARS, Ithaca) (Humber, 1998), aislada
en 1993 a partir de larvas de Diatraea saccharalis en la
localidad de Oliveros (Santa Fe, Argentina). Las mis-
mas fueron mantenidas mediante resiembras peri6-
dicas en placas conteniendo Sabouroud dextrosa
agar modificado y/o mediante pasajes por el insecto
hospedador. Los cultivos flingicos se realizaron en
placas de Petri descartables de 9 cm de didmetro.
La composicién del medio completo fue: 0,4 g de
PO,H,K, 1,4 g de PO,HNa,, 0,6 g de SO,Mg, 19 CIK,
1,4 g de NO,NH,, 20 g de glucosa, 10 g de extracto
de levadura y 15 g de agar disueltos en 1000 ml de
agua destilada. La composicién del medio minimo
fue similar a la descripta anteriormente pero sin el
agregado de glucosa ni de extracto de levadura. Se
denominé «CC» (cultivos control) a los hongos cre-
cidos en medio completo, y «CHC» a los hongos
crecidos en medio minimo suplementado con un
hidrocarburo sintético (de estructura similar a los
cuticulares de insecto) como Unica fuente de carbo-
no. Se emplearon soluciones de n-hexadecano
(n-C16) y n-octacosano (n-C28) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), disueltos en hexano (15% p/v). Estas
soluciones (2,5 ml) se esparcieron sobre la superfi-
cie del medio de cultivo y posteriormente se evaporo
el solvente. Los cultivos se realizaron a 26 + 1° C
durante 14 dias.
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Insectos

Se utilizaron como modelo ejemplares adultos (15
dias de edad) de Acanthoscelides obtectus Say (gor-
gojo del poroto) y Rhyzopertha dominica Fabricius
(taladrillo de los granos). Los insectos fueron cria-
dos y mantenidos durante los ensayos en camara
climatizada a 27 £2 °Cy 70 £ 5% HR, con una dieta
consistente en granos enteros de poroto (Phaseolus
vulgaris) para A. obtectus y de trigo para R. dominica.
Los insectos fueron colocados en frascos de vidrio
de 250 ml con sus respectivas dietas y tapados con
malla metalica para permitir el intercambio gaseoso.

Microscopia electronica de barrido

Los conidios de Bb GHA fueron suspendidos en
agua destilada estéril (ADE) y centrifugados a
1000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue
descartado y la masa flingica se resuspendi6 en una
solucion de ADE y Tween 80 al 0,05% para preparar
suspensiones de 1 x 10° conidios/ml de CC y CHC,
que fueron inoculados sobre ejemplares de A.
obtectus mediante la técnica de pulverizacion. A las
6 0 24 horas desde el tratamiento, las muestras fue-
ron fijadas 1 hora en formol 0,5% y luego 24 horas en
formol 1%. El fijador se reemplazo tres veces duran-
te ese periodo y finalmente se lavo varias veces con
ADE. La deshidratacion se realizd con concentra-
ciones crecientes de etanol absoluto pro analisis
(Carlo Erba, Italia): 30, 50, 70, 90 y 100%. Se realiza-
ron tres lavados, de 15-20 minutos cada uno, con
cada una de las distintas concentraciones. Las mues-
tras fueron posteriormente procesadas con el méto-
do del punto critico (Baltec CP 30) y metalizadas con
oro paladio en argdn en camara de alto vacio. Distin-
tos campos de la superficie del insecto se observa-
ron y fotografiaron utilizando el microscopio electro-
nico de barrido JEOL JSM-T100.

Bioensayos

Se pulverizaron ejemplares de A. obtectus y R.
dominica con suspensiones acuosas de CC y CHC
obtenidas como se describio en el item anterior. Las
concentraciones ensayadas fueron 4 x 10° condios/ml
(Bb ARSEF 5500) y 8 x 107 conidios/ml (Bb GHA). Para
cada tratamiento (CC y CHC), se realizaron cinco
repeticiones de 10 insectos cada una. Luego de la
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inoculacion los insectos se colocaron en frascos de
vidrio de 250 ml con sus respectivas dietas y se lleva-
ron a la cdmara climatizada. El registro de insectos
muertos se realiz6 a los 7y 14 dias post tratamiento.
Los cadaveres fueron separados y sumergidos un
minuto en etanol 70%, lavados con ADE, secados y
mantenidos cinco dias en cdmara humeda. Se re-
gistraron como infectados los insectos que mostra-
ron el crecimiento de las hifas caracteristico de B.
bassiana.

Resultados

Los analisis de microscopia electronica revela-
ron la presencia de cimulos de conidios sobre toda
la superficie cuticular de A. obtectus, en particular
asociados a pelos, luego de la inoculacion con sus-
pensiones acuosas de Bb GHA. Alas seis horas pos-
teriores al tratamiento se observo la adhesion de los
conidios a la cuticula, con una abundante secrecion
de sustancias mucilaginosas. Se vieron también al-
gunos conidios comenzando la etapa de germina-
cion (Figura 1A). A las 24 horas post-inoculacion, la
mayor parte de los conidios de CC ya estaban germi-
nados y comenzaban a desarrollar largos tubos ger-
minales (Figura 1B). En experimentos similares em-
pleando CHC, a las 24 horas se observo una inva-
sion masiva de micelio (Figura 1C), a diferencia de
las cuticulas tratadas con CC (Figura 1B).

En los bioensayos realizados con las dos cepas
fingicas se detectaron importantes diferencias en-
tre CC y CHC. Utilizando Bb GHA sobre A. obtectus,
se obtuvo un mayor porcentaje de mortalidad em-
pleando hongos crecidos en n-C28 (67 = 3%) res-
pecto a los controles (43 £ 3%) a los siete dias pos-
tratamiento, con diferencias significativas segun el
test de t-student (p < 0,05). También se obtuvieron
diferencias significativas entre ambos tratamientos
a los 14 dias, cuando la mortalidad alcanzo el 100%
empleando CHC (Cuadro 1). Similares resultados
se consiguieron empleando la misma cepa sobre R.
dominica, determindndose un mayor porcentaje de
mortalidad cuando los insectos se trataron con CHC
respecto a los controles (p < 0,05). Los valores al-
canzados fueron 69 £ 16% y 90 + 12% para CHC a
los 7y 14 dias, respectivamente y 42 + 7% para CC,
tanto a los siete como a los 14 dias (Cuadro 1). Utili-
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Figura 1. Microscopia electronica de barrido de B.
bassiana GHA sobre cuticula de A. obtectus. Las
muestras fueron fijadas a las seis horas (A) y 24 ho-
ras (B, C) luego del tratamiento como se describe en
Materiales y métodos. (A, B) hongos crecidos en
medio completo; (C) hongos crecidos en medio mini-
mo suplementado con hidrocarburos. Las estructuras
germinativas se indican con flechas. co: conidio, m:
micelio, h: hifas, mu: sustancia mucilaginosa.

zando Bb ARSEF 5500 también se obtuvieron dife-
rencias significativas entre ambos tratamientos tan-
to para A. obtectus (Crespo et al., 2002) como para
R. dominica. En este ultimo caso los porcentajes de
mortalidad fueron de 6 + 4% y 33 = 13% (CC), ele-
vandose a 26 + 8% y 51 + 17% para los CHC alos 7
y 14 dias, respectivamente (p < 0,05) (Cuadro 1). Es
interesante destacar que en todos los casos ensa-
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yados la mortalidad alcanzada a los siete dias con
hongos crecidos en hidrocarburos (CHC) fue similar
a la obtenida con hongos crecidos en medio com-
pleto (CC) a los 14 dias post-tratamiento.

Discusidn

La definicion de virulencia mas aceptada ac-
tualmente en patologia de invertebrados es el grado
de patogenicidad de un microorganismo dentro de
un grupo o especie (Shapiro-llan et al., 2005). En
hongos entomopatdgenos la virulencia puede variar
con distintos sustratos nutritivos, presencia de otros
microorganismos, factores climaticos, cuando se
realiza el pasaje sobre insectos de distinta suscepti-
hilidad al patégeno, o cuando se multiplican en me-
dios de cultivo sintéticos (Lecuona y Alves, 1996). La
virulencia de hongos entomopatdgenos también es
frecuentemente relacionada con la rapidez en la
germinacion y el crecimiento sobre la cuticula de
los insectos hospedadores. Un alto porcentaje de
germinacion puede ayudar a incrementar la proba-
hilidad de infeccion antes que los conidios sean re-
movidos de la cuticula (Altre et al., 1999). En el pre-
sente trabajo se muestra que a las 24 horas post-
infeccion se produjo una proliferacion masiva del
hongo adaptado a crecer en hidrocarburos sobre la
cuticula de A. obtectus, mientras que en los cultivos
de control solo se observa la adhesion de conidios
con escasos tubos germinativos. Este aspecto reve-

Cuadro 1. Porcentajes de mortalidad de Acanthoscelides obtectus y Ryzopertha dominica tratados con

Beauveria bassiana.

Cepa fungica Insecto Mortalidad (%) (conlijé)itsnlsS/mL)
Dia7 Dia 14
ccC CHC ccC CHC
Bb GHA A. obtectus 43+6 67111 66 £ 6 100 87107
R. dominica 4217 69+ 16 4217 9012 87107
Bb ARSEF 5500  A. obtectus! 22+4 44+11 26+5 60+7 47108
R. dominica 6+4 26+8 33+13 51+17 47106

CC: hongos crecidos en medio completo (cultivos control).

CHC: hongos crecidos en medio minimo suplementado con hidrocarburos. Se emplearon n-C28 (Bb GHA) y n-C16 (Bb ARSEF 5500) como

Unicas fuente de carbono, como se describe en Materiales y métodos.

Los valores representan las medias de cinco repeticiones (10 insectos c/u) + desviacion estandar. En todos los casos, los valores difieren

significativamente (p < 0,05) entre los cultivos controles y adaptados.
! Reproducido de Crespo et al., 2002.
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la que ademas de las ventajas metabdlicas disponi-
bles en los hongos CHC para degradar los hidrocar-
buros de la cuticula del insecto (Juarez et al., 2000;
Crespo et al., 2000; Pedrini, 2006), la interaccion
hongo-cuticula se ve favorecida debido a un incre-
mento de la afinidad de los conidios hidrofobicos
por los componentes cuticulares, disponiendo asi
de una ventaja inicial durante el proceso infectivo.

Una vez producida la adhesién y germinacién de
los conidios, la penetracion a través de la cuticula es
la siguiente etapa del ciclo infectivo. La degradacion
de los hidrocarburos comienza con una reaccion de
hidroxilacion catalizada por complejos enzimaticos
de citocromo P450 monooxigenasas, generando
compuestos mas hidrofilicos que son facilmente
metabolizables (Tanaka y Fukui, 1989). En B.
bassiana, varios genes de P450 fueron clonados y
caracterizados, exhibiendo una elevada expresion
en hongos adaptados a crecer en hidrocarburos de
insecto (Pedrini, et al., 2010b). A continuacién, una
serie de enzimas de la via de B-oxidacién metaboli-
zan completamente estos compuestos hidrofilicos;
utilizandolos para la obtencion de energia e incorpo-
randolos en constituyentes celulares (Crespo, et al.,
2000; Pedrini et al., 2006; 2007).

Los resultados de los bioensayos son concordan-
tes con los obtenidos en estudios anteriores en A.
obtectus y en Triatoma infestans (Hemiptera: Redu-
viidae) utilizando cultivos adaptados a crecer en hi-
drocarburos, permitiendo concluir que mediante esta
metodologia es posible aumentar la virulencia favo-
reciendo las etapas iniciales de la infeccién (Crespo
et al., 2002; Pedrini et al., 2007; 2009). Este incre-
mento se evidencia tanto por un aumento en el por-
centaje de mortalidad (Crespo et al., 2002; este tra-
bajo) como por una disminucién del tiempo letal
medio (Pedrini et al., 2009). En el presente trabajo,
se confirmo la susceptibilidad de A. obtectus a B.
bassiana (Crespo et al., 2002), incrementando la
mortalidad hasta 60-100%, dependiendo de la cepa,
luego de 14 dias de su inoculacién con hongos CHC.
Asimismo, en R. dominica se detectd un significativo
incremento en este pardmetro en hongos CHC, al-
canzando un 90% de mortalidad con la cepa GHA,
en tanto que este valor fue <50% empleando hongos
CC a las dosis y condiciones ensayadas. En conclu-
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sion, el mejoramiento producido luego de la modifi-
cacion del medio de cultivo implicaria una adapta-
cion metabdlica ventajosa para la colonizacion del
insecto, pero no la modificacion genética del micro-
organismo; de este modo la bioseguridad en rela-
cion al hombre y la fauna benéfica no sufriria altera-
ciones.
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