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Resumen. Se evalué el efecto del hongo Beauveria bassiana (cepa UdeA,;) en ninfas de quinto estado de
desarrollo de Rhodnius prolixus bajo condiciones de laboratorio. El hongo se aislo de R. pallescens de
la region de San Onofre (Sucre) y se cultivo en Agar Sabouraud Dextrosa (SDA). Las colonias de insectos
se criaron y mantuvieron en condiciones controladas de temperatura de 25-27°C y a una humedad
relativa de 80% en oscuridad para su crecimiento y reproduccion. Los insectos se alimentaron con sangre
de gallina ( Gallus gallus) semanalmente durante 1 h. Los tratamientos consistieron en suspensiones de
conidios del hongo entomopatégeno B. bassiana en concentraciones de 3x103, 1x107, 3x10%y 3x10°
conidios/ml, las cuales se asperjaron sobre los insectos utilizando un sistema emulador de la Torre de
Pulverizacién de Burgerjon. A los insectos testigo se les asperjé una solucién acuosa de Tween 80
(0,01%). Los efectos de las dosis del hongo B. bassiana se compararon entre ellas y los testigos. Se
encontraron diferencias significativas (P<0,01) entre todos los tratamientos y el control asi como entre
todos los tratamientos sin el control. Las concentraciones 3x10%y 3x10° conidios/ml produjeron entre un
90y 100% de mortalidad entre los dias 7 y 9 después del tratamiento. Los resultados hallados en esta
investigacién indican que el hongo B. bassiana cepa UdeA , puede ser considerado como agente de
control biolégico del vector R. prolixus.

Palabras clave: Control biolégico. Conidiacion. Hongo entomopatégeno.

Summary. The effect of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (strain UdeA ) was evaluated
on fifth instar nymphs of Rhodnius prolixus under laboratory conditions. The strain was isolated from R.
pallescens in the region of San Onofre (Sucre) and cultivated on Sabouraud Dextrosa Agar (SDA). The
insect colonies were propagated and reared under controlled conditions of temperature (25-27°C) and
relative humidity (80%) in darkness for growth and reproduction. The insects were feed weekly for 1 h
with hen’s blood (Gallus gallus). The treatments consisted of conidial suspensions of the
entomopathogenic fungus B. bassiana at concentrations of 3x10°, 1x107, 3x10%y 3x10° conidia/ml
which were sprayed on the insects using the Pulverization Tower emulator system. Control insects were
sprayed with an aqueous solution of Tween 80 (0,01%). Effects were compared among fungus treatments
and the controls. Significative differences (P<0,01) were found among all treatments, regardless of
whether the control group was included in the analysis. The concentrations of 3x10° y 3x10° conidia/ml
produced 90 to 100% of mortality between 7 and 9 days after treatment. The results of this research
indicate that B. bassiana (UdeA,,) can be considered as a possible agent for the biological control of the
vector R. prolixus.
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Introduccion

Rhodnius prolixus (Stahl) es un insecto
hematoéfago, vector del protozoario flage-
lado Trypanosoma cruzi, causante de la
enfermedad de Chagas, una parasitosis
crénica que constituye un grave problema
de salud publica en Latinoamérica (Botero
y Restrepo 1998; Dias y Schofield 1999;
Lecuona et al. 2001).

En Colombia, la enfermedad de Chagas
constituye una de las mayores causas de
incapacidad en la poblacion econémica-

mente activa; afecta el 7% de la poblacion
y cerca del 23% se encuentra en riesgo de
adquirir la infeccién (Guhl y Nicholls 2001).
Se calcula que debido a esta enfermedad
en el pais se pueden estar perdiendo alre-
dedor de 150 millones de ddlares anuales
(Schofield 1997). La transmision vectorial,
el medio mas importante para adquirir la
infeccion, se da principalmente por insec-
tos de los géneros Rhodniusy Triatoma.
La especie R. prolixus es la mas importan-
te debido a su caracter domiciliar, capaci-
dad vectorial, amplia distribucion en el pais
y a que se encuentra adaptada a ambien-

tes silvestres y peridomésticos. También es
un vector importante en Centroaméricay
parte de Sudamérica (Lent y Wygodzinsky
1979; Moreno 1997; Ministerio de Salud
1998, Calle 2000; Guhl y Nicholls 2001;
OMS 2002).

El insecto posee cinco estadios ninfales,
todos hemato6fagos estrictos. Estudios rea-
lizados en laboratorio, basados en el indi-
ce de excrecion de todos los estadios,
mostraron que el quinto es el vector mas
eficiente del parasito, seguido por hem-
bras adultas y ninfas de cuarto estadio
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(Miwako y Edmanb 2001). Las poblacio-
nes de insectos domiciliados tienden a ser
genéticamente homogéneas, 1o que su-
giere que la respuesta a los diferentes
métodos de control es la misma para to-
dos los insectos (Moreno 1997; Dias y
Schofield 1999; Schofield 2000).

Organismos como acaros, nematodos,
microhimenépteros y hongos se han utili-
zado en pruebas de laboratorio con el fin
de observar su efecto en el control de po-
blaciones de insectos plaga (Ferron et al.
1991; CIDEIM 1994; Uribe ef al. 1997). El
hongo entomopatégeno Beauveria ba-
ssiana (Bals.) Vuill ha sido considerado
como agente potencial en el control de
triatomineos por su amplia distribucion y
diversidad de hospederos (Romana 1992;
Arroyave 1995; Luz ef al. 1998b; Fargues y
Luz 2000; Lecuona ef al. 2001, Pineda et
al. 2002, 2004).

Romana y Fargues (1992) evaluaron la
susceptibilidad de diferentes estadios del
insecto vector R. prolixus a la accion del
hongo B. bassiana, encontrando excelen-
tes resultados y considerandolo como un
agente promisorio en el control biolégi-
co. Fargues y Luz (1998) demostraron el
potencial epizooético de B. bassiana para
el control de R. prolixus considerando los
factores abioéticos que afectaban la
conidiacién sobre los insectos, obtenien-
do que la humedad relativa era el factor
mas importante. Pineda et al. (2002) pro-
baron la susceptibilidad de R. ecuado-
riensis (Lent y Leon) a la accion de la cepa
B. bassiana UdeA ; obteniendo altas ta-
sas de mortalidad en estos insectos. Por
esta razén en este estudio se considero
que el hongo B. bassianaUdeA ; tiene un
efecto significativo a diferentes concen-
traciones en la disminucion de la supervi-
vencia de K. prolixus de V estado de
desarrollo y en la conidiacién del hongo
sobre los cadaveres.

El objetivo de este trabajo consistio en
evaluar la accion del hongo B. bassiana
UdeA ; sobre ninfas de quinto estado de
desarrollo de R. prolixus bajo condiciones
de laboratorio.

Materiales y Métodos
Origen de los insectos

La poblacion de R. prolixus utilizada se
obtuvo de una colonia procedente de San
Onofre (Sucre) y mantenida en el labora-
torio de Micologia, del Instituto de Biolo-
gia de la Universidad de Antioquia. Se
criaron dentro de cristalizadores plasticos
de 288 cm?® con tapa plastica y un agujero
central cubierto de muselina, al cual se le
introdujo una lamina de cartén paja para
ampliar el area de desplazamiento de los
insectos. Los recipientes se mantuvieron
en camara climatizada (WTBbinder 78532
Tuttlingen/Germany), a una temperatura
de 27°Cy a una humedad relativa del 80%.
Los insectos se alimentaron con sangre de
gallina (Gallus gallus) dos veces por
semana.

Hongo Entomopatégeno

La cepa del hongo B. bassianaUdeA ; uti-
lizada en este estudio fue aislada de
Rhodnius pallescens Barber infectado na-
turalmente, en la regiéon de San Onofre,
Sucre. Fue repicada en Agar Sabouraud
Dextrosa (Oxoid Ltda., Basinastoke,
Hampshire) cada 15 dias a partir de insec-
tos conidiados, e incubada a temperatura
ambiente (25-27°C) en el laboratorio de
Micologia, Instituto de Biologia, Universi-
dad de Antioquia.

Bioensayo

Se preparo una suspension conidial del
hongo B. bassiana por raspado de la su-
perficie del cultivo con una barra de vidrio
estéril y 100 ml de solucion acuosa estéril
de Tween 80 (0,01%) (Sigma, St. Louis,
MO, USA). La concentracion fue determi-
nada mediante el conteo de conidios en la
camara de Neubauer (Boeco-Germany).
Para el bioensayo se probaron cuatro con-
centraciones de la cepa B. bassiana 3x10°,
1x107, 3x102y 3x10° conidios/ml. Se reali-
zaron cuatro repeticiones con cada una de
ellas y como testigo se utilizé una solu-
cion acuosa de Tween 80 (0,01%). Las
dosis elegidas fueron seleccionadas con
base en los resultados de estudios previos
realizados por Romana (1992), Fargues y
Luz (2000) y Pineda et al. (2002).

Se probaron las diferentes concentracio-
nes del hongo B. bassiana, aspexjando 30
ml de las suspensiones conidiales sobre
lotes de 20 insectos, siguiendo la meto-
dologia descrita para la utilizacién de la
torre de pulverizacion (Burgerjon 1956).
La presion de aire se ajust6 a 6 lbs para
todos los experimentos. Los lotes de in-
sectos se mantuvieron en cristalizadores
plasticos y se incubaron en camara
climatizada a una temperatura 27°Cy a
una humedad relativa de 80% (Pineda et
al. 2002).

Supervivencia de los insectos

El andlisis de supervivencia, tiempo letal y
tiempo de conidiacion se realizaron tenien-
do en cuenta la prueba generalizada de
GehanYy el test de Kaplan Meier (Lee 1980)
con un alpha de 0,01 obtenido mediante
la correccion de Bonferroni. Se utilizo el
programa Statistica 98 Statsoft Inc., Tulsa,
USA.

Conidiacion

Los bioensayos se observaron diariamen-
te durante 25 dias y los insectos muertos
se retiraron, se colocaron en una camara
himeda (caja de Petri con papel de filtro
Wattman mas agua destilada estéril). Se
registro el tiempo de aparicion y conidia-
cion del hongo sobre los insectos para cada
una de las dosis asperjadas. Los insectos
conidiados se colorearon con azul de
lactofenol, en placas, para observar las di-
ferentes estructuras morfolégicas del
hongo y verificar su identidad (Pineda et
al. 2002).

Resultados

De los 320 insectos sometidos a la ac-
cion del hongo entomopatégeno a dife-
rentes concentraciones, 219 (68,44%)
murieron y presentaron micelio y conidia-
cion de B. bassiana. El resto de los insec-
tos, 101 (31,56%), no murieron y
mudaron hacia el estado adulto. Los tes-
tigos (100%) sobrevivieron durante todo
el tiempo del ensayo (25 dias); el TL,
varioé entre 5y 25 dias (Tabla 1). La con-
centracion de 3x10° conidios/ml produ-
jo una mortalidad del 100% de K.
prolixus al noveno dia con un tiempo
letal medio de 5 dias en comparacion
con la concentracion de 3x10° conidios/
ml que eliminé menos del 50% en el mis-
mo tiempo. Esto permitié observar dife-
rencias en las curvas de supervivencia
segun la concentracion (Fig. 1).
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Figura 1. Supervivencia diaria de R. prolixus después del tratamiento con las dosis de B.

bassianaUde A
13.
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Tabla 1. Sobrevivencia de R. prolixus a cuatro dosis de B. bassiana segun el test estadistico

de Kaplan-Meier

Dosis Total de Sobrevi- Insectos TL,, Media Desviacion
(Conidios/ml) insectos vientes muertos (dias) (dias) estandar
% %
3x10° 80 81,25 18,75 * 21,988 6,609
1x107 80 43,75 56,25 11,000 15,913 8,224
3x108 80 1,25 98,75 6,000 6,063 2,307
3x10° 80 00,00 100,00 5,000 5,587 0,723
Testigos 80 100,00 00,00 ® 0,000 0,000
Total 400 45,25 54,75 10,000 14,910 9,326

* No se alcanzoé el 50% de mortalidad.

Los analisis estadisticos mostraron diferen-
cias significativas en mortalidad cuando se
compararon los 4 tratamientos entre siy
el testigo. Las dosis 3x10°y 3x10° conidios/
ml no presentaron diferencias significati-
vas entre si (Z=-1,83, P= 0,067) (Tabla 2).

Los 219 R. prolixus que murieron, presen-
taron conidiacion del hongo a partir del
sexto dia de su inoculacién con las sus-
pensiones conidiales. Se observo que a
medida que aumenta la concentracion se

incrementa el porcentaje de insectos inva-
didos (Fig. 2).

Las concentraciones 3x105, 1x107, 3x10%y
3x10° conidios/ml presentaron diferencias
significativas de conidiacion (X>=302, 63,
P<0,00001), siendo mayor el niimero de
insectos invadidos (100%) en la concen-
tracion 3x10° conidios/ml. Las concentra-
ciones 3x10° y 3x102 conidios/ml no
presentaron diferencias significativas en-
tre si (Z=-1,83, P=0,067) con tiempos me-

Tabla 2. Comparacion de las diferentes dosis evaluadas para supervivencia de K. prolixus
y conidiacién del hongo B. bassianaUdeA bajo el test estadistico de Kaplan- Meier con un
13

alpha de 0,01

Dosis0,1,2,3,4 x2= 302,63 P < 0,00001

Dosis 1,2, 3,4 x?= 217,8 P < 0,00001

Dosis 2, 3,4 x2= 119,0 P < 0,00001

Dosis 3, 4 Z= -183 P = 0,067

Dosis 1, 2 Z= -4,57 P < 0,00001

Dosis 0, 1 Z= -3,72 P < 0,00002
Dosis O: control; 1: 3x10° conidios/ml; 2: 1x10’ conidios/ml; 3: 3x10° conidios/ml; 4: 3x10°
conidios/ml.
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Figura 2. Cambio diario en el porcentaje de insectos con conidiacién después del trata-
miento con las diferentes concentraciones de B. bassiana UdeA
13.

dios de conidiacion de 6y 7 dias, respecti-
vamente (Tablas 2y 3).

Discusion

La cepa B. bassiana UdeA ; utilizada en
los ensayos caus6 una mortalidad alta
en las ninfas de quinto estado de R.
prolixusy presenté conidiacion visible
en los cadaveres.

La supervivencia de las ninfas de quinto
estado de desarrollo de R. prolixus dismi-
nuyo a medida que se aumenta la concen-
tracion del inéculo del hongo B. bassiana
UdeA,;, resultados que concuerdan con
trabajos realizados con hongos entomopa-
tégenos sobre insectos plaga de impor-
tancia econémica y algunos triatominos
(Luz ef al. 1998a; Lecuona ef al. 2001;
Gutiérrez 2003). Sin embargo, es impor-
tante resaltar que Pineda ef al. (2002)
mostraron que el hongo B. bassiana
UdeA  ;sobre R. ecuadoriensis de quinto
estadio, bajo condiciones de humedad
(80%) y temperatura (26+2°C) similares a
las del presente estudio, produjo una mor-
talidad del 100% de insectos en las con-
centraciones de 3x105, 3x107 y 3x10°
conidios/ml. Estas diferencias en la morta-
lidad de los insectos demuestran que es-
pecies de insectos relacionadas presentan
grados de susceptibilidad diferentes a una
misma cepa, como se menciona también
en investigaciones realizadas por Arroyave
(1995) y Luz et al. (1998b).

En estudios similares realizados por
Romaia (1992), Luz y Fargues (1999), y
Lecuona et al. (2001) con B. bassiana, el
tiempo letal medio varié para Rhodnius
prolixusy Triatoma infestans (Klug) entre
5,5a9,9y6,6 a 7,3 dias, respectivamente.
El tiempo letal medio varié dependiendo
del estado ninfal y de las concentraciones
del hongo. En la presente investigaciéon
los rangos variaron entre 5 y 11 dias para
todas las concentraciones, resultados que
concuerdan con los estudios previos.

La conidiacion se present6 de manera si-
milar con todas las concentraciones de B.
bassiana, iniciandose el dia 1 después de
haberse llevado los insectos a camara hi-
meda, evolucionando de manera progre-
siva cada dia hasta cubrir todo el cuerpo
del insecto. La invasion se presento prin-
cipalmente en las areas intersegmentales
al igual que lo mencionan Tanada y Kaya
(1993); iniciandose en las patas, proboscis,
escutelo y finalmente en el tejido blando
del abdomen, alcanzando el mayor grado
de conidiacion al dia 5 (Fig. 3).

Existen pocas publicaciones relacionadas
con cepas de hongos entomopatégenos
aislados naturalmente de vectores triato-
minos en el campo. Parameswaran y
Sankaran (1979) aislaron B. bassiana de
Linshcosteus sp. (Luz et al. 2003) y Calle
(2000) de R. pallescens. La ocurrencia na-
tural de estos microorganismos es relevan-
te para entender las relaciones del hongo
con su hospedero en zonas infestadas y
asi poder seleccionar las cepas mas
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Tabla 3. Tiempo de inicio de conidiacion del hongo Beauveria bassianaUdeA sobre R.

prolixus 3
Dosis Total de Insectos TL,, Media Desviacion

(Conidios/ml) insectos conidiados (dias) (dias) estandar
%

3x10° 80 18,75 ® 21,987 6,609
1x107 80 56,25 12,000 15,913 8,225
3x102 80 98,75 7,000 6,063 2,308
3x10° 80 100,00 6,000 5,587 0,724
Testigos 80 00,00 ® 0,000 0,000
Total 400 54,75 11,000 15,477 8,8144

* No se alcanzo el 50% de insectos conidiados.

Figura 3. A. Evolucion de la conidiacion del hongo B. bassiana sobre Rhodnius prolixus. a:
Dia 1. b: Dia 2. c: Dia 3. d: Dia 4. e: Dia 5. B. Zonas de conidiaciéon en Khodnius prolixus.

patégenas y eficientes en el control de los
triatominos.

Conclusiones

¢ Las ninfas de quinto estado de desarro-
llo de R. prolixus presentaron susceptibili-
dad al hongo B. bassiana (UdeA ,;), por lo
cual se podria considerar como un buen
agente de control para dicho vector.

* El tiempo letal medio varié de acuerdo
con las concentraciones de B. bassiana uti-
lizadas mostrando que a medida que au-
menta la concentracion se presenta mayor
mortalidad en menor tiempo.

* La obtencién del hongo B. bassiana
(UdeA ;) de los cadaveres de los insectos
R. prolixus demostré su muerte por la ac-
cion del hongo, constituyéndose en fuen-
te potencial de infeccion para otros
insectos que habitan en el domicilio y
peridomicilio, factor de gran importancia
para un control natural en el campo.
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