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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de diferentes cepas de Beauveria bassiana (B.
bassiana) contra Alphitobius diaperinus (A. diaperinus). Un total de 360 escarabajos A. diaperinus (adultos),
fueron colectados de granjas avicolas en el estado de Colima. Después de comprobar su viabilidad (90%
de conidios germinados), cinco cepas de B. bassiana (Bb3, Bb4, Bb5, Bb6 y Bb17) fueron utilizadas. Los
cinco tratamientos de B. bassiana, presentaron una concentracion de 1 x 108 conidios/mL. Se emplearon
15 escarabajos para el testigo y por cada cepa de B. bassiana, con cuatro réplicas/tratamiento. Los A.
diaperinus muertos se incubaron por 21 d, para promover el crecimiento del micelio y con ello determinar
si la muerte fue causada por B. bassiana. El conjunto de datos resultante se analiz6 mediante estadistica
descriptiva. La comparacién entre grupos se llevé a cabo por Analisis de Varianza e histograma de
frecuencia. Los resultados mostraron que todos los aislamientos flingicos eran patégenos contra
escarabajos A. diaperinus. La cepa Bb4 presentd diferencia entre grupos, con respecto a la mortalidad
(5.25 £ 0.95 escarabajos A. diaperinus muertos). En los escarabajos muertos, la micosis por crecimiento
del micelio de B. bassiana, presentd los mejores resultados en la cepa Bb4 (2.50 + 1.29 escarabajos A.
diaperinus con micosis) equivalente al 16.66%. Con el valor mas bajo en las cepas Bb3 y Bb6 (3.33 y 1.66
% de micosis) respectivamente. Los resultados encontrados, se podrian utilizar en proximos ensayos para
evaluar la cepa Bb4 en condiciones normales dentro de instalaciones para aves.
Palabras clave: Beauveria bassiana, Alphitobius diaperinus, conidios, micosis.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of different Beauveria bassiana strains (B. bassiana) against
Alphitobius diaperinus (A. diaperinus). A total of 360 beetles A. diaperinus (adults) were collected from
poultry farms in Colima state. After verifying its viability (90% of germinated conidia), five of B. bassiana
strains (Bb3, Bb4, Bb5, Bb6 and Bbl1l7) were used. The five treatments of B. bassiana, presented a
concentration of 1 x 108 conidia/mL. Fifteen beetles were used for the control and for each of B. bassiana
strain, with four replicates/treatment. The dead A. diaperinus were incubated for 21 d, to promote mycelial
growth and thus determine whether the death was caused by B. bassiana. The resulting data set was
analyzed by descriptive statistics. The comparison between groups was assessed by Analysis of Variance
and frequency histogram. The results showed that all fungal isolates were pathogenic against A. diaperinus
beetles. The Bb4 strain showed a difference between groups, with respect to mortality (5.25 + 0.95 dead A.
diaperinus beetles). In dead beetles, mycosis due to mycelium growth of B. bassiana, presented the best
results in Bb4 strain (2.50 + 1.29 beetles A. diaperinus with mycosis) equivalent to 16.66%ith the lowest
value in Bb3 strain and Bb6 strain (3.33 and 1.66% of mycosis) respectively. The results found could be
used in future trials to evaluate the Bb4 strain under normal conditions within the bird facilities.

Keywords: Beauveria bassiana, Alphitobius diaperinus, conidia, mycosis.
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INTRODUCCION

Entre los principales retos que enfrenta la industria avicola, destaca el control de
Alphitobius diaperinus (A. diaperinus) (Crippen et al., 2018), ya que este escarabajo es
reservorio de numerosos patégenos en aves y humanos (do Carmo et al., 2019). Ademas,
aunque el habitat principal de A. diaperinus, es el estiércol o la basura (Govorushko,
2019), sus larvas pueden trepar paredes (Santoro et al., 2008) y postes de soporte en
instalaciones para aves (Rice y Lambkin, 2009). Causando dafios en los materiales de
aislamiento durante sus procesos de pupacion (Hazeleger et al., 2008; Wales et al.,
2010; Crippen et al., 2018). EIl control de este insecto, generalmente se realiza con
insecticidas (Arena et al., 2019). Destacando el i) fenitrotion, ii) cyRuthrin y iii) spinosad
(Tomberlin et al., 2014; Hickmann et al., 2018). Sin embargo, muchos de estos quimicos
no tienen efecto sobre la etapa adulta del escarabajo (do Prado et al., 2013).

Ademas, Lambkin et al. (2010) reportaron una mayor resistencia de A. diaperinus a
fenitrotion, en 11 granjas avicolas de engorda. Especialmente al sureste de Queensland,
donde numerosas aplicaciones de fenitrotion se han realizado de manera constante. Una
alternativa de control para A. diaperinus es el hongo entomopatéogeno Beauveria
bassiana (B. bassiana) (Martins et al., 2016).

Este hongo es utilizado como insecticida biol6gico o biopesticida controlando un gran
namero de parasitos como orugas, termitas, moscas blancas, afidos y escarabajos
(Daniel et al., 2019), al causarles micosis o0 enfermedad blanca de la muscardina (Santoro
et al., 2008; Mascarin y Jaronski, 2016). En México producto de una investigacion
precedente realizada por (Prado et al., 2014), se evalud la patogenicidad de cinco cepas
del hongo Beauveria bassiana en adultos de escarabajo Alphitobius diaperinus bajo
condiciones de laboratorio obteniendo buenos resultados. Por lo que, a partir de ese
estudio, surgié la necesidad de realizar investigaciones con nuevas cepas mexicanas del
hongo Beauveria bassiana. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de diferentes cepas de B. bassiana (Deuteromycotina: Hyphomycetes) contra A.
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) de granjas avicolas en el estado de Colima.

MATERIAL Y METODOS

Lugar experimental.

Los bioensayos se realizaron en el Laboratorio de Control Biologico de la DES: Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Colima. Las condiciones del Laboratorio fueron 25 +
1 °C de temperatura, 80 + 4 % de humedad relativa (HR), y 12:12 h luz/obscuridad (L/O).

Procedencia de A. diaperinus.

Un total de 360 escarabajos A. diaperinus (adultos) fueron colectados de granjas avicolas
en el estado de Colima, durante la 72 semana de produccion (septiembre y octubre del
2016). La captura se llevo a cabo en diversos sitios de la cama de las aves, con el uso
de pinzas entomoldgicas. Los A. diaperinus fueron transportados en frascos de 6 cm de
diametro x 7 cm de alto, al laboratorio para su identificacion taxondmica de acuerdo a
(Chernaki y Almeida, 2001; Dunford y Kaufman, 2006).
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Origen de las cepas B. bassiana.

Se utilizaron cinco cepas de B. bassiana (Bb3, Bb4, Bb5, Bb6 y Bb17) de la coleccion de
hongos entomopatdgenos del Laboratorio de Control Biologico de la DES: Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Colima y del Laboratorio de Parasitologia y Control
Biologico del Departamento de Veterinaria y Zootecnia, Division Ciencias de la Vida de
la Universidad de Guanajuato.

Etapa experimental (Fase 1). Multiplicacion, viabilidad y concentracion de cepas de
B. bassiana.

Las cinco cepas de B. bassiana fueron multiplicadas en medio sélido de agar dextrosa
sabouraud (ADS) e incubadas por 21 d. Un dia antes de realizar el bioensayo, los
conidios se cosecharon con un asa bacteriolégica y se colocaron en un frasco de vidrio
de 2 x 8 cm con capacidad de 25 mL, que contenia 10 mL de agua destilada estéril con
Tween 80 (00102; Sigma Chemical CO., Saint Louis, MO) al 0.01%. La mezcla se
homogeniz6 (agitando) por 5 min y se determiné la viabilidad de los conidios de cada
cepa mediante microcultivo (Santoro et al., 2008; Mascarin y Jaronski, 2016). Se
consider6 como cepa viable, aquella donde se observdo mas del 90% de los conidios
germinados (Geden y Steinkraus, 2003; Daniel et al.,, 2019). Para determinar la
concentracion de los conidios se utilizé una cAmara de Neubawer. Los cinco tratamientos
de B. bassiana (Bb3, Bb4, Bb5, Bb6 y Bb17) presentaron una concentracion de 1 x 108
conidios/mL.

Experimento (Fase 2). Patogenicidad.

Rezende et al. (2009) y Alves et al. (2015) sugirieron emplear entre 10 y 20 escarabajos.
Por lo tanto, se emplearon 15 escarabajos A. diaperinus (adultos) para el testigo y por
cada cepa de B. bassiana (Bb3, Bb4, Bb5, Bb6 y Bb17), con cuatro réplicas/tratamiento.
Cada A. diaperinus fue transferido a un vaso de precipitado estéril con capacidad de 250
mL, que contenia 10 mL de suspensiéon (1 x 108 conidios/mL) de cada tratamiento y
(Unicamente agua destilada estéril con Tween 80 al 0.01%) para el testigo. Después de
la inoculacién, los A. diaperinus fueron colocados en cajas Petri, con papel filtro humedo
con agua destilada estéril. La mortalidad se registré cada 12 h después de la inoculacion
por un lapso de 10 d. Los escarabajos muertos se colocaron individualmente en cajas
Petri con papel filtro himedo con agua destilada estéril y se incubaron por 21 d, para
promover el crecimiento del micelio y con ello determinar si la muerte fue causada por B.
bassiana.

Andlisis estadistico.

Para el tratamiento de los datos obtenidos se utiliz6 el programa estadistico (SAS,
System, v. 9.0.2, Cary, NC). Para evaluar el disefio completamente al azar, el siguiente
modelo fue probado:

Yij = Wi t+ €
donde:
Yij = observacién de la j-ésimo u.e. de i-ésimo tratamiento;
Ui = media del i-ésimo tratamiento; y
€ij = error experimental de la unidad ij.
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El conjunto de datos resultante se analiz6 para estadistica descriptiva por (PROC
UNIVARIATE; SAS, 2010). La comparaciéon entre tratamientos (testigo, Bb3, Bb4, Bb5,
Bb6 y Bb17), se llevé a cabo por (PROC ANOVA; SAS, 2010). Cuando se encontro efecto
significativo por grupo (P < 0.05), se realiz6 la prueba de comparacion multiple de Tukey.

Los datos obtenidos para micosis, se transformaron al arco seno (,/ /100 = Sin™1), se
expresaron en porcentaje y fueron graficados.

RESULTADOS

Los estadisticos descriptivos para el total de muertos y el total de muertos por micosis,
ocasionada por las cinco cepas de B. bassiana sobre escarabajos A. diaperinus (adultos)
de granjas avicolas en el estado de Colima. Se puede apreciar que las cepas probadas
en el total de escarabajos muertos y el total de escarabajos muertos por micosis
mostraron valores mayores que el testigo, donde la cepa Bb4 fue la que obtuvo los
valores mas altos, como se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Estadistica descriptiva para el total de muertos y el total de muertos por micosis de
Beauveria bassiana sobre Alphitobius diaperinus, n = 360 escarabajos

X + DE?2 ICP P10-Poo P2s5-Ps
Total de muertos

Testigo 1.00+0.81 0.00-2.19 0.00 —2.00 0.25-1.75
Cepas de B. bassiana

Bb3 1.50+1.73 0.00 -4.25 0.00 — 4.00 0.25-3.25
Bb4 5.25+0.95 3.72-6.77 4.00-6.00 4.25-6.00
Bb5 2.50+1.00 0.90 - 4.09 2.00 - 4.00 2.00 - 3.50
Bb6 2.00+0.81 0.70 - 3.29 1.00 - 3.00 1.25-2.75
Bb17 200+1.41 0.00 —4.25 0.00 —3.00 0.50 — 3.00

Total de muertos por micosis®

Testigo 0.00 £ 0.00 0.00 -0.00 0.00 - 0.00 0.00 - 0.00
Cepas de B. bassiana

Bb3 0.50 £ 0.57 0.00-1.41 0.00 - 1.00 0.00 - 1.00
Bb4 250+ 1.29 0.44 — 4.55 1.00 - 4.00 1.25-3.75
Bb5 1.00+1.15 0.00 -2.83 0.00 —2.00 0.00 —2.00
Bb6 0.25+ 0.50 0.00 -1.04 0.00 - 1.00 0.00-0.75
Bb17 0.75+0.95 0.00 - 2.27 0.00 — 2.00 0.00-1.75

3Media * desviacion estandar; Pintervalo de confianza al 95%; confirmacion por crecimiento de micelio de B. bassiana.

La cepa Bb4 de B. bassiana presenté diferencia entre grupos, con respecto a la
mortalidad (5.25 + 0.95 escarabajos A. diaperinus muertos). La mortalidad mas baja entre
cepas de B. bassiana se cuantificé en Bb3 (tabla 2). En los escarabajos muertos, la
micosis por crecimiento del micelio de B. bassiana, presentd los mejores resultados en la
cepa Bb4 (2.50 + 1.29 escarabajos A. diaperinus con micosis) equivalente al 16.66%
(figura 1).

Tabla 2. Comparacion de patogenicidad de cinco cepas de Beauveria bassiana contra Alphitobius
diaperinus de granjas avicolas en el estado de Colima

Cepas de B. bassiana

Testigo Bb3 Bb4 Bb5 Bb6 Bb1l7
Mortalidad 1.00+0.812 150+1.732 525+0.95° 250+1.0028 2.00+0.812 2.00+1.412
Micosis 0.00+0.002 050+0572 250+1.29® 1.00+1.15a» 0.25+0.508 0.75+0.952

Dentro de renglones valores con diferente letra difieren significativamente entre si (P < 0.05). Todos los datos son presentados por media
+ DE.


https://www.sas.com/en_us/software/all-products.html
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La cepa Bb5 registro (1.00 = 1.15 escarabajos A. diaperinus con micosis) equivalente al
6.66% (figura 1). Con el valor méas bajo en las cepas Bb3 y Bb6 (3.33 y 1.66 % de micosis)
respectivamente.

18
16
14
12

10

5.00

Micosis en Alphitobius diaperinus
(porcentaje, %)

Testigo Bb3 Bb4 Bb5 Bb6 Bb17
Cepas de Beauveria bassiana

Figura 1. Micosis por Beauveria bassiana en Alphitobius diaperinus de granjas avicolas en el
estado de Colima, n = 360 escarabajos.

DISCUSION

Los resultados mostraron que todos los aislamientos fangicos fueron patégenos contra
escarabajos A. diaperinus, con una mortalidad inducida por micosis del 16.66% como
maximo y con diferencias significativas entre cepas (Bb3, Bb4, Bb5, Bb6 y Bb17). Estos
resultados son similares a los reportes de (Rohde et al., 2006; Rezende et al., 2009),
quienes trabajaron con el mismo escarabajo. Se ha descrito que el primer contacto entre
B. bassiana y A. diaperinus, sucede cuando la espora (conidio) es depositada en la
superficie del insecto, de ahi la importancia de la dosis patogénica (1 x 108 conidios/mL)
(Santoro et al., 2008).

El conidio inicia el desarrollo de su tubo germinativo y su apresorio para fijarse al
escarabajo. Para una germinacion adecuada se requiere una HR del 92% y temperatura
de entre 23 a 25 °C (Vertyporokh et al., 2019). Después mediante enzimas como las
proteasas, lipasas y quitinasas, el hongo entomopatdégeno ingresa en A. diaperinus a
través de sus partes blandas (Mascarin y Jaronski, 2016).

Dentro del escarabajo, B. bassiana ramifica sus estructuras y coloniza las cavidades del
huésped (Daniel et al., 2019). Con toxinas p. €j., beauvericina, beauverolide, bassianolide
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y oxalico rompe el sistema inmunoldgico de A. diaperinus, invadiendo todos sus tejidos y
matando al escarabajo (Geden y Steinkraus, 2003). Dando asi inicio a la fase saprofitica
de B. bassiana con su multiplicacion y crecimiento (Mascarin y Jaronski, 2016).

Sin embargo, la mayor mortalidad esperada no alcanzé niveles significativos. Daniel et
al. (2019) encontraron que los aislados de B. bassiana son altamente virulentos y también
indicaron una amplia variabilidad en la virulencia entre cepas (del 2 al 70%). Lo que
indica, que al igual que en el presente estudio, es obligatorio evaluar la mayor cantidad
posible de cepas y asi poder seleccionar la que presente mayor patogenicidad contra A.
diaperinus.

CONCLUSION

Beauveria bassiana demostré ser util como medida de control biolégico para Alphitobius
diaperinus de granjas avicolas en el estado de Colima. Se destaca el potencial para
causar micosis de la cepa Bb4, sobre las cepas Bb3, Bb5, Bb6 y Bb17 en condiciones de
laboratorio. Los resultados encontrados, se podrian utilizar en proximos ensayos para
evaluar la cepa Bb4 en condiciones normales dentro de instalaciones para aves.
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