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RESUMEN

El insecto Tribolium castaneum es considerado una de las plagas de granos
almacenados mas importante y ampliamente extendida en el mundo. Este
escarabajo vive y se alimenta durante sus diferentes estadios en productos secos
almacenados como granos Yy harinas provocando perdidas cualitativas vy
cuantitativas, como inadecuacion de harina para pan y bolleria, perdida de
proteinas, almidon y diversas vitaminas lo que genera dafos econdmicos

importantes, haciendo de su control algo imprescindible.

En este estudio se evalué la eficacia de formulaciones a base de metabolitos de
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana en adultos de Tribolium castaneum
como alternativas al control quimico, se evaluaron las técnicas de inmersion vy
pelicula residual en condiciones de laboratorio, donde se aplicaron las
concentraciones de 500, 1000, 2500, 3000, 3500 y 5000 ppm, donde la mortalidad
fue registrada diariamente durante siete dias, todas las concentraciones mostraron
un efecto insecticida sobre T. castaneum. Existieron diferencias significativas en el
porcentaje de mortalidad entre los bioensayos realizados y los productos evaluados,
mostrando mayor eficacia en el bioensayo de inmersion en ambos productos y
documentando la susceptibilidad en insectos tratados con los metabolitos de B.
bassiana a las concentraciones de 3500 ppm y 3000 ppm, alcanzando hasta un
28.9% y 27.8% de mortalidad respectivamente, las mortalidades mas altas con el
uso de metabolitos de M. anisopliae fue el correspondiente a 2500 ppm, del
bioensayo de inmersion alcanzado hasta un 26.6% de mortalidad. Estos metabolitos
son una alternativa para el control de T. castaneum, sin embargo, se sugiere

continuar con el estudio en un periodo mas largo de evaluacion.

Palaras clave: Tribolium castaneum, Granos, Metabolitos, Bioensayos.



ABSTRACT

The insect Tribolium castaneum is considered one of the most important and
widespread stored grain pests in the world. This beetle lives and feeds during its
different stages in dry stored products such as grains and flours causing qualitative
and quantitative losses, such as inadequacy of flour for bread and pastries, loss of
proteins, starch and several vitamins, which generates important economic
damages, making its control essential. This study evaluated the efficacy of
formulations based on metabolites of Metarhizium anisopliae and Beauveria
bassiana on adults of Tribolium castaneum as alternatives to chemical control. The
immersion and residual film techniques were evaluated under laboratory conditions,
where concentrations of 500, 1000, 2500, 2500, 3000, 3500 and 5000 ppm were
applied, where mortality was recorded daily for seven days, all concentrations
showed an insecticidal effect on T. castaneum. There were significant differences in
the percentage of mortality between the bioassays performed and the products
evaluated, showing greater efficacy in the immersion bioassay in both products and
documenting susceptibility in insects treated with metabolites of B. bassiana at
concentrations of 3500 ppm and 3000 ppm, reaching up to 28.9% and 27.8%
mortality respectively, the highest mortalities with the use of metabolites of M.
anisopliae was that corresponding to 2500 ppm, of the immersion bioassay reaching
up to 26.6% mortality. These metabolites are an alternative for the control of T.
castaneum; however, it is suggested to continue with the study in a longer period of

evaluation.

Key words: Tribolium castaneum, Grains, Metabolites, Bioassays.



INTRODUCCION

Desde el inicio de la humanidad, el alimento ha sido un factor importante para el
desarrollo y crecimiento de sus poblaciones, ya que estos aportan nutrientes
esenciales para el ser humano, los granos, son de gran importancia en el mundo ya
que ademas de consumirse como alimento, funge como materia prima para la
elaboraciéon de una gran variedad de productos (Tortajada y Zhang, 2021). El
hombre necesita almacenar muchos de los productos vegetales, incluidos los
granos que se utilizan como alimento, porque en la mayoria de los casos la
produccion es estacional, siendo una de las principales preocupaciones ya que
durante el almacenamiento diversos factores deterioran y destruyen los alimentos
(Dell' Orto Trivelli, 1985). Factores como el almacenamiento, zona donde se
producen y dafos por insectos plaga contribuyen al deterioro, siendo de gran
importancia estos ultimos debido a su tamano pequefio, su gran capacidad de
reproduccion y la facilidad con la que logran adaptarse a los diferentes medios,
causando pérdidas de hasta el 10% de la produccion mundial de alimentos durante
el almacenamiento, equivalente a alimentar a 130 millones de personas anualmente

(Dominguez y Marrero, 2010).

En el almacenamiento de granos y subproductos las plagas presentes se pueden
agrupar por el tipo de infestacion que ocasionan, las plagas primarias causan la
primera infestacion atacando al grano sano, destacando los gorgojos perforadores
de los géneros Sitophilus spp., Acanthoscelides spp. y la palomilla de los cereales
(Sitotroga cerealella), mientras que las plagas secundarias son incapaces de
penetrar el grano por lo que atacan aquellos que han sido dafiados por plagas
primarias afectando también subproductos de la molienda y procesados destacando
los géneros Oryzaepilus, Cryptolestes, Tenebrio, Tenebroides, Ephestia 'y Tribolium
(Garrido, 2022).

El gorgojo castafio de la harina Tribolium castaneum es una plaga de granos
almacenados de gran importancia, debido a los dafos directos que adultos y larvas

causan sobre los granos y subproductos por su alimentacion, sumado a que los
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estandares de comercializacion prohiben la venta de mercaderias con insectos
vivos (Novo et al., 2011). A nivel mundial, el control convencional, en su mayoria, se
realiza con insecticidas quimicos sintéticos, su uso es cuestionado debido a los
efectos negativos provocados, como la aparicion de resistencia en los insectos,
contaminacion ambiental, eliminacién de especies benéficas y acumulacién de
sustancias toxicas en los alimentos, haciendo esencial la busqueda de alternativas
mas amigables con el medio ambiente y menos residuales para prevenir la pérdida

de calidad de los granos y subproductos (Garcia et al., 2007).



Objetivo general

Determinar el efecto insecticida de metabolitos de Metarhizium anisopliaae y
Beauveria bassiana a diferentes concentraciones sobre adultos de Tribolium

castaneum en condiciones de laboratorio.
Objetivos especificos

Evaluar a diferentes concentraciones los metabolitos del hongo Metarhizium
anisopliae para el control de Tribolium castaneum en bioensayos de inmersion y

pelicula residual.

Evaluar a diferentes concentraciones los metabolitos del hongo Beauveria bassiana
para el control de Tribolium castaneum en bioensayos de inmersion y pelicula

residual.

Hipoétesis
Se espera que al menos uno de los tratamientos evaluados sea efectivo en el control

de Tribolium castaneum.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de granos almacenados

Desde la aparicidn de la agricultura y ganaderia hace mas de 10,000 afios el hombre
pudo cambiar su evolucion, gracias a la domesticacion de plantas y animales,
surgieron asi los primeros asentamientos humanos, dejando el sedentarismo como
estilo de vida (Bula, 2020). La agricultura y su desarrollo han sido piezas claves en
la historia de la humanidad, hoy en dia esta se ha vuelto indispensable para el
desarrollo del hombre y sus civilizaciones (Mazzucco et al., 2020). Uno de los
principales productos agricolas son los granos, alimentos de gran valor nutritivo y
gran importancia alimentaria que han visto incrementada su produccion durante los
ultimos 50 afios (Arisseto et al., 2017), alcanzando una produccién mundial
estimada de 2,281,000,000 ton (IGC, 2022).

En México, granos como arroz, trigo, maiz y frijol requieren de cuidados especiales
ya que contribuyen de manera significativa a la seguridad alimentaria de la
poblacién (SADER, 2019), de acuerdo a lo reportado por el SIAP en el afio 2021 el
arroz obtuvo una produccidn de 295, 338 ton, donde los principales estados
productores fueron Nayarit, Campeche y Veracruz, en cuanto a produccion de trigo,
se alcanzo6 una produccion de 2, 986, 69 ton, siendo los principales productores los
estados de Sonora, Guanajuato y Sinaloa, nuestro pais destaca como uno de los
principales productores de maiz en grano, ocupando el octavo lugar a nivel mundial
produciendo alrededor de 27, 424, 528 ton, donde destacan los estados de Sinaloa,
Jalisco y Michoacan., para el caso del frijol se registré una produccion de cerca de
1, 056, 071 ton, en donde Zacatecas, Sinaloa y Nayarit tienen una gran participacion
(SIAP, 2021), por lo cual, es importante el almacenamiento y conservacion de los
granos (ASERCA, 2018), debido a que en su mayoria no se consumen de
inmediato, debido a la distancia entre los puntos de produccién y los puntos de
consumo Y los excedentes de cosechas, haciendo del almacenamiento un proceso

importante, el cual no esta exento de pérdidas (Musso et al., 2018).



Importancia de los insectos plaga en almacén

Durante el proceso de produccion y almacenamiento de alimentos de origen vegetal
existen factores de riesgo, como los dafios hechos por organismos como hongos,
bacterias, virus e insectos plaga, las cuales representan de manera significativa
perdidas en volumenes cosechados y almacenados donde se estiman perdidas del
20 al 40%, siendo un 10% destruidas por roedores e insectos (Golden et al., 2017),
es en la etapa de postcosecha donde los productores y acopiadores almacenan la
produccion en lugares con condiciones adecuadas para la conservacion de calidad
y propiedades intrinsecas de los granos y semillas (Vilchez y Miller, 2006), donde
los insectos de granos almacenados suponen un peligro para particulares e
industrias como procesadoras de productos, almacenes, panificadoras, molinos
entre otros, donde pueden provocar grandes pérdidas economicas por
contaminacion de alimentos, especialmente en productos terminados ya que
cualquier contaminacion hace que no sean aptos para el consumo humano (Mahroof
y Hagstrum, 2012), en México se estiman perdidas del 5 al 25% por insectos plaga,
esto dependiendo de las condiciones del medio, lo que se refleja en pérdidas de
peso, calidad, viabilidad de la semilla y ademas, crean condiciones éptimas para el
desarrollo de hongos (Hernandez et al., 2014) afectando principalmente a pequefios
productores de temporal, que en su mayoria carecen de lugares apropiados para
almacenar granos, hacen mal uso de pesticidas y en algunos casos, no tienen
accesibilidad a estos (FAO, 2010).

Numerosas especies de insectos plagas en almacén han sido reportadas, donde la
mayoria de estas poseen una alta capacidad de reproduccion y multiplicacion,
alcanzando a destruir hasta un 15% del grano ademas de sus subproductos y
contaminar el resto con olores y sabores desagradables con exuvias y heces (Said
y Pashte, 2015). Las plagas en granos almacenados son clasificadas conforme al
dafo que generan y el tipo de infestacion, catalogandose asi, como plagas primarias
aquellas que son capaces de dafar granos enteros, y las plagas secundarias, que

atacan granos previamente danados por plagas primarias, es decir, necesitan de



otro insecto que inicie el dafio, aunque en productos de la molienda de granos como

harinas, pueden ser plagas primarias (Gutiérrez et al., 2009).

Especies como el gorgojo castano de la harina Tribolium castaneum, el barrenador
menor de los granos Rhyzopertha dominicay el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais
representan tres de los insectos plagas mas destructivos a nivel mundial (Patifio et
al, 2021). Estas especies poseen caracteristicas similares como su distribucion
cosmopolita (Sleem, 2021), tienen gran capacidad de infestar diversos productos
como arroz, trigo, cebada, sorgo, frutos secos, alimentos procesados como pastas,
chocolate en el caso de S. zeamaisy T. castaneum puede afectar harina, legumbres
y especias (Kellen et al., 2016), ademas, del gran potencial reproductivo y
adaptabilidad a medios en molinos de harina, graneros y plantas procesadoras
(Pires y Nogueira, 2018), difiiendo en sus habitos alimenticios, puesto a que S.
zeamais 'y R. dominica son identificados como plagas primarias (Scheff et al., 2022),
mientras que T. castaneum usualmente se alimenta de granos dafados, siendo una
plaga secundaria en granos enteros y en productos de molienda identificada como

primaria (Deshwal et al., 2020).

Gorgojo del maiz (Sitophilus zeamays)

Es una plaga de almacén de importancia econdmica en granos de maiz en paises
tropicales, la infestacion de este insecto comienza en el campo, cuando la hembra
oviposita en perforaciones que hacen en el grano, pero es en la etapa de
almacenamiento cuando larvas y adultos causan dafios mas graves (Garcia et al.,
2007), se reportan perdidas en peso del grano que oscila entre el 20 y 90%, debido
al poco tratamiento para esta plaga (Fikremariam et al., 2009). Dentro de las
alternativas para el control de este coledptero existe el agente de control bioldgico
Anisopteromalus calandrae, un himenodptero que oviposita en las galerias que crean
las larvas dentro del grano y al eclosionar la larva de A. calandrae vive a expensas
de lalarva de S. zeamays, el control fisico consiste principalmente en utilizar mezcla

de cal, tierra diatomea o tizate, que se adhieren a la cuticula del insecto causandole
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dafo, el uso de variedades resistentes y por ultimo, la fumigacién con fosfuro de

aluminio (Espinosa et al., 2007).

Barrenador del grano (Rhyzopertha dominica)

Se cree que su centro de origen es la India, R. dominica esta ampliamente
distribuida y establecida en todo el mundo (Potter, 1935), se trata de un insecto
polifago, ya que se alimenta de una gran variedad de cereales y granos
almacenados principalmente trigo y maiz, causante de pérdidas econdmicas (Levy
et al., 2018). La etapa adulta del insecto es reportada como la mas destructiva
debido a su voracidad y el promedio de dias que puede vivir sujeto a las condiciones
ambientales (Edde, 2012), las pérdidas generadas por este coledptero son dificiles
de determinar (Hodges et al., 2011), puesto a que generalmente estan asociadas a
otras poblaciones de insectos plaga primarios y secundarios, de igual forma, es
tolerante a condiciones desfavorables y poseen una alta fecundidad, por lo que sus
poblaciones incrementan rapidamente (Cox y Collins, 2022). El control convencional
de esta plaga es la implementacion de fumigaciones con mezclas de

organofosforados y piretroides sintéticos (Garcia et al., 2007).

Gorgojo castaino de la harina (Tribolium castaneum Herbst)

Se cree que el centro de origen de T. castaneum es Indo-australiano, este insecto a
pesar de tener distribucion cosmopolita prefiere habitats calientes, ademas, es
considerada como una de las plagas mas comunes en granos y subproductos
almacenados, mundialmente es considerado como un insecto plaga de importancia
econdmica puesto que causa grandes pérdidas econdmicas (Mahroof y Hagstrum,
2012), a pesar de estar catalogada como una plaga secundaria debido a que es
incapaz de danar el grano entero para poder alimentarse, actia como primaria en

moliendas como la harina (Jayas et al., 1995). Las caracteristicas biolégicas de T.
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castaneum son su corto ciclo de vida, naturaleza polifaga y su gran capacidad para
sobrevivir y competir en condiciones no favorables lo hacen una especie plaga clave

en productos almacenados (Duehl et al., 2011).

Taxonomia

Clasificado y descrito en 1797 por Herbst, el gorgojo castafio de la harina tiene la

siguiente clasificacion taxonomica de acuerdo con Triplehorn et al., (2004).
Reino: Animalia
Phyllum: Artrhopoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Familia: Tenebrioniodae
Género: Tribolium

Especie: T. castaneum (Herbst)

Descripcion morfolégica

El gorgojo T. castaneum posee metamorfosis completa, que consta de cuatro
estadios huevo, larva, pupa y adulto., los huevos son pequefios, ovoides y
presentan un color blanquecino, con una longitud promedio de 0.55 mm y 0.35 mm
de ancho, son ovipositados en la harina o granos que serviran de alimento por lo
que a menudo esta cubierto con un exceso de harina (Ardila, 2020). Las larvas
tienen un cuerpo con forma cilindrica de color blanco a amarillento y cabeza café

obscuro, cuando esta completamente desarrollada alcanzan una longitud de hasta
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7 mm (Ramayo, 1983), las pupas son de tipo exareta, cuando esta recién formada
es de color blanco, tornandose crema conforme avanza el proceso de formacion del
adulto, alcanzado longitudes que van desde los 4 a 5 mm de longitud (L6pez, 1985),
los adultos alcanzan aproximadamente unos 4 mm de longitud y se caracterizan por
presentar un color café castafio, es aplanado, de forma oval, es muy activo y tiene
gran longevidad (Gutiérrez, 1990), las antenas estan formadas de 11 segmentos y
los ultimos tres son anchos y definidos, élitros estriados con puntuaciones en las
inter estrias (Mound, 1989).

Ciclo de vida

El ciclo de vida varia dependiendo de Ilas condiciones ambientales,
aproximadamente es de 30 a 40 dias (Bajeva y Kaur, 2014), iniciando desde la
postura del huevo, hasta la emergencia del adulto, donde pasa por cuatro estadios,
huevo (3 dias), larva (16 dias), pupa (5 dias) y adulto el cual puede vivir hasta mas
de cinco meses (Rodriguez y Herrera, 2003), en condiciones de almacenamiento
en regiones templadas se puede esperar que cada dos meses y medio se presente
una nueva generacion, sumado a que el largo tiempo de vida del adulto pueden
presentarse varias generaciones superpuestas (Lopez Avila, 1985). La temperatura
para su desarrollo varia de 20 a 37.5°C y la humedad relativa de 10 a 90%
(Gonzalez et al., 1983).

Danos y perdidas

Durante el almacenamiento, los productos de moliendas estan sujetos a perdidas,
donde la temperatura y la humedad relativa pueden generar condiciones aptas para
el desarrollo de poblaciones de insectos, que son una de las principales causas de
deterioro y pérdidas en estos productos (Gorham, 1991). La hembra pone alrededor

de 400 huevos durante mas de un afo, los huevos son dificiles de detectar, ya que



son puestos de manera aislada en los granos, adultos y larvas se alimenta de
granos o harinas almacenados, ademas de vegetales secos en molinos y silos
(Garcia et al., 2007). Cuando los niveles de infestacion son altos en harina, esta se
torna de un color gris, afectando su sabor y olor, debido a que el adulto segrega
derivados de quinonas como accion defensiva, las cuales poseen la capacidad de
inhibir el crecimiento y germinacion del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana
(Davyt et al., 2019), las pérdidas en productos almacenados son variables, en
cuanto a harinas, se han reportado pérdidas de hasta el 20%, con tan solo dos
larvas por kilo de harina (Bennet et al, 1996). El consumo de materia seca en los
estadios de larva y adulto de T. castaneum es de aproximadamente 2.76 y 0.59 mg
respectivamente, este insecto se reporta como muy dafiino al causar pérdidas de
hasta el 31% en harinas de maiz en relacidén a su peso inicial en tres meses y pasar

de una poblacion de 67 individuos a 534 en un lapso de 90 dias (Fraga, 2010).

Control de Tribolium castaneum

El control de esta plaga es imprescindible, debido a los dafios que causan a los
productos sin mencionar que los estandares de comercializacion prohiben la venta
de mercancias con insectos vivos (Musso et al., 2018). Por lo cual, herramientas
como la prevencion, monitoreo y control se vuelven fundamentales para la entrega
de un producto libre de insectos (Bartosik, 2012). Este insecto se encuentra dentro
de las 10 plagas mas resistentes a insecticidas sintéticos, se pueden aplicar
diversas estrategias para el combate y prevencion del establecimiento e infestacién
de T. castaneum como lo son, el control cultural, fisico, biolégico y quimico, ademas

de uso de productos biorracionales (Ardila, 2020).

El control cultural consta de realizar actividades antes del almacenamiento como la
limpieza absoluta dentro y fuera de los almacenes y el aislamiento de estos.,
eliminacién de polvo y residuos de productos anteriores ademas de evitar que el
producto este en contacto con el suelo (Garcia et al., 2009).
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El uso de agentes fisicos como método de control demuestran eficacia, como la
tierra de diatomea, que estd compuesta por algas fosilizadas y actia como
insecticida produciendo heridas en los insectos, aunado a esto, posee efectos
deshidratantes, pudiendo una dosis de 400 ppm producir alrededor de un 92% de
mortalidad en condiciones de laboratorio (Arthur, 2000). Otros métodos de control
fisico son las modificaciones atmosféricas, como elevar y bajar la temperatura lo
cual afecta el ciclo biologico del insecto, logrando que no se reproduzca en
temperaturas menores a 21°C y mayores a 35°C por periodos largos de tiempo y la
hermeticidad del almacén que restringe la entrada del insecto a los sitios, ademas
de ajustar las condiciones para que el grano y el insecto consuman el oxigeno
existente en el lugar y sustituyan por COz2, concretando una muerte por asfixia (Jian,
2019).

El control biolégico se caracteriza por el uso de organismos vivos donde resaltan
insectos, hongos, bacterias, virus y nematodos (Eilenberg et al., 2001). Se reportan
diversos agentes para el control de T. castaneum, destacando Saccharopolyspora
spinosa, bacteria que al entrar en contacto con el insecto causa mortalidad
(Khashaveh et al., 2008), los nematodos del género Steinernema, en especial S.
riobrave han demostrado eficacia para el control de larvas de T. castaneum, asi
como otros insectos plaga (Ramos et al., 2007) ademas del hongo Beauveria
bassiana que actua por contacto y no necesita ser ingerido por el insecto (Zamani
etal., 2013).

Existen reportes del uso de extractos vegetales para el control de poblaciones de T.
castaneum, pudiendo actuar como repelentes, efecto insecticida por ingesta y por
contacto, algunas plantas son Viola tricolor, Matricaria chamomilla, Jacaranda
mimosifolia, Tagete minuta, Bacharis trimera (Padin et al., 2018), en larvas de T.
castaneum, se han evaluado extractos de Whitania somnifera, Solanum dulcamara,
Nicotiana tabacum y N. rustica a una dosis de 0.25%, ocasionando mortalidades del
50% y 70% (Villalobos, 1998). Asi mismo, extractos etanolicos y hexanicos de
Schinus molle causan toxicidad en larvas y adultos de T. castaneum, ademas de

provocar actividad fagodisuasiva (Descamps et al., 2008).
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El empleo de la nanotecnologia es de gran interés, ya que las nanoparticulas
pueden ser empleadas como insecticidas o fungir como acarreadores para
insecticidas quimicos (Shahzad y Manzoor, 2019), algunos ejemplos que pueden
ser empleados en el control de insectos son nanoparticulas plata, oro, oxido de
aluminio, didéxido de titanio, 6xido de zinc, cobre, magnetita y diéxido de silicio
(Jsarotia et al., 2022), que poseen una estabilidad térmica alta, toxicidad baja y un
amplio rango de biocompatibilidad con moléculas y polimeros (Rahman vy
Padevettan, 2012). Estas actuan mediante la unién a la cuticula del insecto, a través
de la fisiosorcion, en donde son absorbidos por los lipidos de la cuticula del insecto
provocando dafo en las ceras que posteriormente propician la desecacion y causar

la muerte del insecto por perdida de agua (Zahran et al., 2021).

Existen estudios que avalan el uso efectivo del diéxido de silicio, en el control de
Sitophilus oryzae, alcanzando un control del 96% (Debnath et al., 2011), asi mismo
estas nanoparticulas actuan como sistemas de entrega del ingrediente activo
(clorpirifos) en contra de R. dominicana y T. castaneum (Babamir et al., 2017), al
combinar estas nanoparticulas con aceite esencial de Alstonia scholaris se alcanzo
hasta un 100% de mortalidad en Sitophilus granarius (Jafarbeigi et al., 2012) Ziaee
y Ganiji (2016) determinaron que las nanoparticulas de diéxido de silicio son una
alternativa efectiva para el manejo de insectos alcanzando mortalidades del 97 y
100% respectivamente y al ser combinadas con tierra de diatomeas incrementan
las mortalidades de hasta 86% en T. confusumy 99% en R. dominica (Saed et al.,
2022).

Control quimico

El gorgojo castafio de la harina es altamente resistente a tratamientos fitosanitarios
sintéticos, por lo cual, cuando se aplican insecticidas, se hacen en altas
concentraciones (Ringuelet et al., 2014). Siendo los fumigantes insecticidas de
accion toxica en forma de gas los mas utilizados, como fosfina y bromuro de metilo
estos generalmente son almacenados en forma liquida o sdlida, teniendo ventajas

sobre otros insecticidas, ya que su estado gaseoso le permite tener mayor
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capacidad de penetracion y puede cubrir todos los espacios vacios, por lo cual este
control demanda un espacio herméticamente cerrado, puesto a que los vapores se
dispersan rapidamente, por lo que su accion finaliza una vez que los gases escapan
(Stadler et al., 1990). Sin embargo, el uso de productos quimicos puede afectar a
enemigos naturales, contaminar medio ambiente, asi como los alimentos, ademas
la constante exposicidn a plaguicidas induce a generar resistencia en los insectos,
por lo cual se buscan alternativas de menor impacto, pero con alta eficiencia (Akbar
et al, 2014). Estas alternativas incluyen el uso de sustancias naturales o
microorganismos especificos para controlar plagas de manera mas segura y

sostenible, en los ultimos afios han tenido un incremento en su uso (Fathy, 2012).

Hongos entomopatégenos

Son microorganismos que actuan como agentes de control biolégico, se encuentran
distribuidos en todo el mundo con alrededor de 700 especies capaces de demostrar
patogenicidad en insectos y acaros hasta causar su muerte (Lacey, 2012). De los
cuales, la mayoria son ubicados en el Phylum Ascomycota y Entomophthoromycota,
que se caracterizan por la presencia de hifas septadas y por la estructura donde se
alojan las ascosporas (Vega et al., 2012), dentro de las especies mas comunes de
hongos entomopatégenos se encuentran: Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, M. robertsii, M. rileyi, Cordyceps fumosorosea y C. farinosa (Lépez y
Lecuona, 2019). Existen estudios que documentan el uso de hongos como agentes
de control de escarabajos, entre ellos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
(Wakill et al., 2010). El uso de hongos entomopatdégenos sugiere ventajas como lo
son su alta especificidad, su dispersion natural, su bajo riesgo en humanos, no
generan resistencia y son compatibles con insecticidas convencionales (Strasser et
al., 2000), de la misma manera, su uso supone ciertas desventajas como lo son, la
velocidad de muerte del insecto, esto porque pasan varios dias entre las etapas de
infeccion y muerte, también, que su persistencia en el medio ambiente esta sujeta

a factores abidticos como la temperatura, humedad relativa y luminosidad (Padin y
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Passalacqua, 2018), de igual forma, el estado del hospedero su edad y dosis son
otros factores determinantes en la mortalidad (Lépez y Lecuona, 2019). Al ser un
organismo vivo, los hongos entomopatdégenos deberan cumplir un ciclo bioldgico, el

cual causa la muerte del insecto que consta de 8 procesos (Musso et al., 2018).
1. Adhesion.

El ciclo del hongo empieza cuando una espora asexual o conidio entra en contacto
con el insecto que sera su hospedero por medio de las propiedades fisicas,
quimicas y electroestaticas de la superficie de la unidad infectiva y de la cuticula del
insecto (Holder y Keyhani, 2005)

2. Germinacién y formacién de apresorios.

Una vez retenidos los conidios en la cuticula estos se hidratan dando lugar a la
germinacion, los hongos crean un tubo germinativo y de apresorio en algunos casos
que favorece la fijacion e ingreso del hongo al interior del huésped (Musso et al.,
2018).

3. Penetracion de hifas

Tanada y Kaya, (1993) mencionan que este proceso tiene lugar cuando la hifa o el
apresorio entran al insecto por las partes mas débiles de cuticula, que pueden ser
las membranas intersegmentales, interseccion de patas, ojos y mandibula, estos
hongos secretan proteasas, quitinasas y lipasas, que degradan sus constituyentes

principalmente proteinas, quitinas y lipidos (Boldo et al., 2009)
4. Multiplicacién del hongo en el hemocele del insecto.

Una vez en el hemocele, el hongo cambia su crecimiento del micelio a crecimiento
por gemacion. Las blastosporas forman miceliares similares a hifas que proliferan
rapidamente impidiendo la respuesta inmune del insecto (Boucias y Pendland,
1998).

5. Liberacion de toxinas/metabolitos
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Una vez en el hemocele, las micotoxinas son secretadas por el hongo y comienza

el ciclo infectivo (Tanada y Kaya, 1993).
6. Invasion de tejidos, lisis y muerte del insecto.

Al multiplicarse el hongo, necesita de nutrientes y oxigeno, por lo cual, comienza
una competencia por estos entre el insecto y el hongo, donde al progresar la
infeccion el insecto empieza a presentar falta de coordinacion, comportamientos
alterados (Lecuona, 1996), paralisis y en algunos casos, cambios de coloracién lo
que posteriormente, causa la muerte del insecto previamente debilitado (Alves,
1998).

7. Esporulacion externa del hongo a través de la cuticula.

Una vez muerto el insecto y la humedad relativa es alta, las estructuras fungicas
comienzan a atravesar la cuticula, principalmente por las partes mas deébiles. El
cuerpo inerte comienza a recubrirse de micelio blanco de aspecto algodonoso, para

posteriormente cubrirse de conidios (Musso et al., 2018).
8. Infeccion a otros insectos sanos.

Una vez producidos los cuerpos infecciosos capaces de iniciar nuevos ciclos
infecciosos en otros hospederos, tanto primarios como alternativos, diseminandose

en el ambiente mediante agentes bidticos y abidticos (Fuxa y Tanada, 1987).

Metarhizium anisopliae

Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente y suelo, crece
como hifas que producen micelio y conidios, que actuan como agentes infecciosos,
aunque posee un amplio espectro de hospederos, las cepas individuales tienden a
ser muy especificas, forma colonias de crecimiento rapido que inicialmente son
blancas y luego se tornan de color verde oscuro a negro con la maduracién los
conidios son unicelulares, alargados, con dimensiones tipicas de alrededor de 3-6

micrometros de ancho y 10-50 micrometros de largo (Biswas et al., 2018). M.
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anisopliae var. anisopliae presenta alta virulencia en la garrapata Rhipicephalus
microplus, causando hasta un 90% de mortalidad en un lapso de 4 dias y en la
chinche del algodon Dysdercus peruvianus (Schrank, 2010), asi mismo la langosta
Locusta migratoria es susceptible a este hongo (Zhang y Xia, 2009), y se reporta
mortalidad del gusano cogollero Spodoptera frugiperda al exponerla a este
organismo (Ulla et al., 2023) , asi mismo M. anisopliae alcanzé hasta un 91% de
mortalidad en larvas de Zeugodacus cucurbitae (Osongo et al., 2022), estudios
revelan la mortalidad de este hongo en Aedes aegypti con una mortalidad del 100%
en larvas al ser sometidas a blastosporas y un 50% al tratarse con conidios (Gomes
etal., 2023), Una vez que M. anisopliae logra penetrar dentro del insecto, secreta
trehalasa acida en la hemolinfa de los insectos en grandes cantidades, donde el
principal azucar ahi es la trehalosa que es usada para nutrir al hongo a costa del
insecto que ira debilitandose para posteriormente causar la muerte del insecto (Zhao
y Cols, 2006), posteriormente, el hongo produce hifas que emergeran y produciran

conidios en la superficie de los insectos muertos (Bidochka et al., 2005).

Beauveria bassiana

Es un entomopatégeno cosmopolita, con una amplia distribucion mundial, este
hongo se puede encontrar en suelos, plantas e insectos muertos, posee una gran
adaptabilidad puesto a que puede encontrarse en climas calidos y templados,
ademas de poseer un gran espectro de hospederos (Wang et al., 2023), se presenta
como colonias blancas y algodonosas en el cultivo, que eventualmente se vuelven
grises-verdosas a medida que maduran las estructuras de dispersion, llamadas
conidios, son unicelulares y alargadas, con dimensiones de aproximadamente 3 a
5 micrémetros de ancho y 6 a10 micrometros de largo (Vega et al., 2010) B.
bassiana infecta alrededor de 700 especies de insectos, principalmente coledpteros,
lepidopteros, dipteros y hemipteros, afectando a plagas como la mosca blanca
(Bemisia tabaci), la broca del café (Hypothenemus hampei) y la langosta

(Schistocerca gregaria), este entomopatdégeno comienza la infeccién cuando sus
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esporas entran en contacto con la cuticula del insecto, germinan y penetran el
exoesqueleto, invadiendo gradualmente los tejidos internos y causando la muerte
del insecto (Goettel e Inglis, 1997). Este microorganismo es usado como agente de
control biolégico controlando tanto plagas agricolas como forestales, proporciona
una alternativa ecologica a los insecticidas quimicos, ya que reduce el impacto
ambiental y disminuye el desarrollo de poblaciones resistentes en insectos, los
productos comerciales a base de B. bassiana se aplican en cultivos como maiz,

algodon, y hortalizas (Zimmermann, 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El estudio se realizd en el Laboratorio de Toxicologia, en el Departamento de
Parasitologia, perteneciente a las instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Establecimiento de colonia de Tribolium castaneum

Para el crecimiento y reproduccion de la colonia, se colocaron 350 adultos de T.
castaneum en un recipiente de plastico, utilizando 1 kg harina de trigo como
sustrato, los recipientes fueron cubiertos con tela de organza y asegurado con ligas
para evitar el escape de los insectos, posteriormente el recipiente fue colocado en

una camara bioclimatica para lograr el incremento de la poblacion.

Establecimiento de los bioensayos

Se evaluaron dos formulaciones de metabolitos de hongos entomopatogenos
Beauveria bassiana y Metarhizum anisopliae, a través de dos bioensayos por
inmersion y pelicula residual (FAO, 1974) en cajas Petri, las concentraciones
evaluadas fueron 500, 1000, 2500, 3000, 3500 y 5000 ppm y la mortalidad de T.
castaneum se evaluo a las 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 192 horas, donde el
criterio para considerar a un individuo muerto fue aquellos que no presentaran

respuesta a estimulos.

Para la evaluacién de pelicula residual se colocd 1 ml del producto sobre la caja
Petri y con ayuda de una varilla previamente esterilizada se esparcié uniformemente

sobre la superficie de la caja, una vez terminado se esperé a que se evaporara
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completamente el liquido y posteriormente se colocaron los insectos adultos en

cada una de las cajas.

Para la técnica de inmersidn los insectos fueron sumergidos por cinco segundos en
los diferentes tratamientos, posteriormente se elimind el exceso de liquido con

toallas de papel y se colocaron en cajas Petri.

Se utilizé un diseno experimental completamente al azar, los diferentes tratamientos
contaban con 3 repeticiones cada uno, colocandose 30 insectos por unidad
experimental, ademas de contar con un testigo absoluto que unicamente se realizé

con agua.

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de mortalidad y se sometieron a

un analisis de varianza ANOVA (Tukey p>0.05) en el programa estadistico SAS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez obtenidos los datos de los diferentes bioensayos se calculd el porcentaje
de mortalidad en cada uno de los tratamientos. En el Cuadro 1 se observan los
resultados de la evaluacion de metabolitos de M. anisopliae mediante ensayos de
inmersién, la dosis correspondiente a 2500 ppm, alcanzé hasta un 26.6% de
mortalidad de T. castaneum transcurridos 8 dias, teniendo un aumento promedio
diario de 3.3% de mortalidad, seguido del tratamiento de 5000 ppm, que alcanzd un
17.7% de mortalidad en un lapso de 8 dias, teniendo un incremento promedio de
mortalidad de 2.21% por dia. Al-Zurfi et al., (2023) mencionan el uso de M.
anisopliae sobre diferentes estadios larvales y adultos de T. castaneum en
condiciones de laboratorio y anaquel, teniendo como resultados alta mortalidad en
larvas de primer y tercer instar, donde la concentracion de 3x102 esporas/ml obtuvo
mayor mortalidad, con tasas porcentuales de 51% y 67% en adultos y larvas de
sexto estadio respectivamente y para larvas de primer y tercer estadio 85% y 81%
de mortalidad. Doumbia et al., (2014) investigaron el control de Sitophilus zeamais,
Palorus subdepressus y T. castaneum mediante el uso de tierra de diatomeas
encontrando que se alcanzaron mortalidades de 100% a los 4, 7 y 14 dias después
de la aplicacién, estos autores mencionan que la estructura de la cuticula de los

insectos pude influir en los resultados debido a que algunas son asperas.

Cuadro 1. Porcentaje de mortalidad de T. castaneum en bioensayo de inmersion

con metabolitos de M. anisopliae.

DOSIS 24 48 72 96 120 144 168 192
(ppm) hrs hrs hrs hrs hrs hrs hrs hrs
500 1.1r 55m 55m 55m 55m 7.7k 1229 15.5d
1000 00s 33p 33p 33p 440 440 88 122¢g
2500 22q 661 77k 7.7k 88 155d 22.2b 26.6a
3000 00s 33p 661 10.0i 10.0i 10.0i 10.0i 155d
3500 22q 22q 22q 22q 33p 44n 7.7k 11.1h
5000 229 22q 22q 22 6.6 88 144e 17.7c

Testigo A 13.3f
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En el cuadro 2, se aprecian los resultados obtenidos con el bioensayo de pelicula
residual con metabolitos de M. anisopliae, los tratamientos con mayor mortalidad
fueron los de 3000 y 3500 ppm, alcanzando una mortalidad de T. castaneum de
6.6% en un lapso de 6 dias, con un incremento de mortalidad promedio por dia de
1.1%, cabe mencionar que estos resultados fueron mas bajos en comparacién con
los obtenidos mediante la técnica de inmersion. Padin et al., (1994) reportan baja
mortalidad de T. castaneum, R. dominica y S. oryzae aplicando M. anisopliae en
condiciones de laboratorio con las técnicas de espolvoreo y pulverizacién con una
mortalidad nula en ambos bioensayos en un lapso de 15 dias. Kin et al., (2017)
comentan que el mayor porcentaje de infeccién en termitas (71-84%) ocurrié
después de 15 dias de la aplicacion del tratamiento con M. anisopliae. Borges et al.,
(2010) mencionan que este hongo produce metabolitos como Acido oxalico, acido
dipicolinico y Destruxinas, mismos que le confieren su actividad insecticida. Akhtar
etal., (2017) comentan que las desventajas de utilizar la técnica de pelicula residual
son la interferencia de factores ambientales, puede existir variabilidad en los

resultados al momento de preparar de las superficies.

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de T. castaneum en bioensayo de pelicula

residual con metabolitos de M. anisopliae.

Tratamiento 24H 48H 72H 96H 120H 144H

500 0.0i 0.0i 00i 22g 33e 33e
1000 00i 11h 22g 55c 55c 55¢c
2500 00i 11h 11h 23f 22g 22g¢g
3000 22g 33e 44d 66b 66b 66D
3500 11h 22g 33e 44d 44d 66D
5000 00i 11h 22g 33e 33e 55¢c

TESTIGO A 15.50 a
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El cuadro 3, nos muestra los porcentajes de mortalidad alcanzadas utilizando
metabolitos de B. bassiana mediante el bioensayo de inmersion, transcurridos 8
dias de la aplicacion podemos observar que las concentraciones de 500, 2500 y
3000 ppm que registraron una mortalidad del 24.4%, incrementando en promedio
3.05% diariamente, seguido de la concentracion de 3500, con un 23.3% de muertes
totales y un incremento de 2.9% por dia., este bioensayo presento mayores
porcentajes de mortalidad y existi6 una similitud en la mayoria de las
concentraciones con los resultados obtenidos. Musso et al., (2018), realizaron
estudios sobre la aplicacién de cepas de B. bassiana en formulacion acuosa (BB1,
BB2, BB3, BB4 y BB5) como una alternativa al control quimico de T. castaneum
donde los conteos de muertes se efectuaron a los 7 y 14 dias, el mayor porcentaje
de mortalidad la presenté la cepa BB3, la cual alcanzo hasta un 43% de mortalidad,
mientras que las cepas restantes fueron menos eficientes cuyos resultados
oscilaban entre el 4 y 15% de mortalidad. El hongo B. bassiana produce diferentes
metabolitos como bassiacridina, osporeina, beauverolida y bauvericina que actuan
de diversas formas teniendo actividad insecticida, citotdxica, antifungica, antibiotica
y antiviral (Villegas et al., 2019). Ganassi et al., (2002) mencionan que al ser
consumido el metabolito beauvericina por Schizaphis graminum no incrementan la
mortalidad por ingestién, sin embargo, disminuye la poblacién a partir de la tercera
generacion provocando abortos. Davyt et al. (2019) reportan que los adultos de T.
castaneum segregan derivados de quinonas como accion defensiva, las cuales
poseen la capacidad de inhibir el crecimiento y germinacion del hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana, cabe mencionar que al realizar el conteo de
los insectos en este trabajo pudimos detectar que al destapar las cajas Petri tenian

un aroma peculiar en comparacién con los testigos que eran inoloros.
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Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad de T. castaneum en bioensayo de inmersién

con metabolitos de B. bassiana.

Tratamiento 24H 48H 72H 96H 120H 144H 168H 192H

500 11r 6.6m 10.0j 1%]'2 1339 16.6e 20.0c 244a
1000 229 440 440 6r'r]6 88k 10.0j 14.4f 16.6e

2500 00s 22q 33p 55n 10.0] 144f 20.0c 244a
3000 11r 22q 229 55n 88k 10.0j 200c 24.4a

3500 11r 229 88Kk 11{'1 12.2h 13.3g 17.7d 233D

5000 11r 11r 229 33p 55n 6.6 10.0j 144f
TESTIGO A 10.0j

En el cuadro 4, podemos observar la mortalidad reportada del bioensayo de pelicula
residual con metabolitos de B. bassiana, destacando las concentraciones de 3500
ppm y 3000 ppm, alcanzando hasta un 28.9% de mortalidad con un incremento de
4.1% por dia y 27.8% de mortalidad con un incremento de 3.9% por dia
respectivamente en un lapso de 7 dias, de igual manera podemos destacar la
concentracion de 1000 ppm, que alcanzé un 18.9% de mortalidad, teniendo como
incremento promedio diario un 2.7%. Segun Lecuona y Riba, (1991) de los agentes
entomopatdégenos pocas especies son candidatos seguros para el control de
insectos, entre ellos estan los hongos Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae,
de los cuales B. bassiana supero significativamente las mortalidades presentadas
por M. anisopliae, N. rileyiy V. lecanii, ademas, B. bassiana demostré mayor accion
en relacion a plagas de granos almacenados como R. dominica, S. oryzae y T.
castaneum. Padin et al., (1994) reportan que B. bassiana muestra niveles
significativos de mortalidad y colonizacién, lo que permite considerar la inclusion del
hongo para el biocontrol de insectos plaga de almacén. Donga et al, (2018) reporta
que B. bassiana utiliza una variedad de estrategias para infectar a los insectos,

estas incluyen la produccion de enzimas como quitinasas y proteasas que degradan
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la cuticula del huésped, ademas, también secreta toxinas que interfieren en las

funciones fisiologicas del insecto.

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de T. castaneum en bioensayo de pelicula

residual con metabolitos de B. bassiana.

Tratamiento 24H 48H 72H 96H 120H 144H 168H
500 OOv 11u 1ll1lu 22t 56p 670 111Kk
1000 3.3s 55q 89m 144i 1569 1569 18.9f
2500 OO0Ov 11u 44r 56p 7.8n 111k 156¢g
3000 3.3s 6.70 13.3) 1569 25.6d 25.6d 27.8b
3500 10.01 14.4i 189f 22.2e 26.7c 26.7c 289a
5000 11u 22t 44r 44r 56p 6.70 13.3]

TESTIGOA 15.0h
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CONCLUSIONES

Los metabolitos de M. anisopliae y B. bassiana fueron efectivos en el control de T.
castaneum en bioensayos de inmersién, superando el 20% de mortalidad en un
periodo de 7 dias. Considerando que los agentes de control bioldgico utilizados en
este estudio necesitan un periodo para completar su ciclo biolégico, se sugiere

continuar con investigaciones que consideren periodos mas largos de evaluacion.
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