TERRA

LATINOAMERICANA

Caracterizacion de Cepas Nativas de Beauveria bassiana Aisladas de Suelos y su
Potencial para el Control Biolégico de Cosmopolites sordidus en Ecuador
Characterization of Native Beauveria bassiana Strains Isolated from Soils and
Their Potential for the Biological Control of Cosmopolites sordidus in Ecuador

Mayra Carolina Vélez-Ruiz'*

, Ariel Alberto Perez-Zambrano'2",

Jairo David Gaibor-Duarte'"”, Angel Virgilio Cedefio-Moreira'"” y

Fernando Abasolo-Pacheco’

" Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Av. Quito km 1.5, Via a Santo Domingo de los Tsachilas. 120501 Quevedo, Los Rios, Ecuador; (M.CV.R.), (A.A.P.Z.),

(J.D.G.D), (AV.C.M.), (FA.P.).

* Autora para correspondencia: mvelez@uteq.edu.ec
2 Rey banano del Pacifico (Reybanpac). Via a Valencia km 2.5, Sector San Carlos. 120150 Quevedo, Los Rios, Ecuador; (A.A.P.Z.).

check for
updates

Cita recomendada:

Vélez-Ruiz, M. C., Perez-Zambrano, A.,
Gaibor-Duarte, J. D., Cedefio-Moreira,
A. V., & Abasolo-Pacheco, F. (2026).
Caracterizacion de Cepas Nativas de
Beauveria bassiana Aisladas de Suelos
y su Potencial para el Control Biolégico
de Cosmopolites sordidus en Ecuador.
Terra  Latinoamericana, 44, 1-11.
e2446. https://doi.org/10.28940/
terralatinoamericana.v44i.2446

Recibido: 6 de noviembre de 2025.
Aceptado: 5 de diciembre de 2025.
Articulo. Volumen 44.

Abril de 2026.

Editor de Seccion:
Dr. Fernando Abasolo Pacheco

©0Elo

Copyright: © 2026 by the authors.
Submitted for possible open access
publication under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY NC ND) License
(https://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

https://www.terralatinoamericana.org.mx/

RESUMEN

El hongo entomopatégeno Beauveria bassiana es ampliamente reconocido
por su eficacia en el control biolégico de Cosmopolites sordidus (picudo negro
del banano); sin embargo, se desconoce sobre el potencial entomopatégeno que
existen entre cepas nativas del Ecuador. Esta falta de informacién limita la seleccién
de aislamientos con mayor virulencia, adaptacién local o capacidad de persistencia
en campo. El objetivo de este estudio fue caracterizar molecular, microscépica
y macroscopicamente cuatro cepas nativas de B. bassiana aisladas de la rizosfera
del banano y evaluar su efectividad en el control de C. sordidus bajo condiciones
controladas. Los aislados codificados como LM012, MCB17, MCA1424 y BBAL31
fueron identificados como B. bassiana y exhibiendo una alta similitud con secuencias
de cepas de referencia conocidas. Los aislados de B. bassiana presentaron diferencias
en la morfologia colonial principalmente en el patron de crecimiento, color, textura
y elevacion, estas variaciones morfoldgicas reflejan la diversidad fenotipica entre
los aislados. La exposicion de suspenciones de cuatro cepas de B. bassiana en
concentracion de 1x10° conidios mL" causaron el 100% de la mortalidad de adultos
de C. sordidus, con el insecticida imidacloprid se alcanzé el 50% de mortalidad.
Los valores de TLso fueron de 12, 15, 13 y 11 dias para las cepas LM012, MCB17,
MCA1424 y BBAL31, respectivamente, mientras que con imidacloprid fue de
59 dias. Adicionalmente, no se observaron diferencias en el porcentaje de
colonizacién de B. bassiana en el cuerpo de adultos de C. sordidus (p > 0.001). Los
resultados obtenidos aportan evidencia relevante sobre la eficacia y versatilidad de
B.bassianacomo herramienta biotecnoldgicaparael controlde plagas, contribuyendo
al fortalecimiento del enfoque ecoldgico en la proteccion vegetal y al disefio de
estrategias de manejo integrado mas sostenibles y seguras para el ambiente.

Palabras clave: banano, biotecnologia, entomopatégeno, picudo, rizosfera.
SUMMARY

The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is widely recognized for its
efficacy in the biological control of Cosmopolites sordidus (banana weevil). However,
limited information is available regarding the entomopathogenic potential of native
Ecuadorian strains. This knowledge gap restricts the selection of isolates with greater
virulence, local adaptation, or field persistence. The objective of this study was to
characterize four native strains of B. bassiana isolated from the banana rhizosphere at
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the molecular, microscopic,and macroscopiclevels,andto evaluate their effectiveness
in controlling C. sordidus under controlled laboratory conditions. The isolates, coded
as LM012, MCB17, MCA1424, and BBAL31, were identified as B. bassiana, exhibiting
high sequence similarity with known reference strains. The isolates displayed
differences in colonial morphology, mainly in growth pattern, color, texture, and
elevation, reflecting phenotypic diversity among strains. biotechnological tool for
pest control. Exposure of C. sordidus adults to suspensions of the four B. bassiana
isolates at a concentration of 1x10° conidia mL" resulted in 100% mortality, while
imidacloprid insecticide reached 50% mortality. The LTso values were 12, 15, 13,
and 11 days for LM012, MCB17, MCA1424, and BBAL31, respectively, whereas for
imidacloprid it was 59 days. Additionally, no significant differences were observed
in the percentage of B. bassiana colonization on the body of C. sordidus adults
(p > 0.001). The results obtained provide relevant evidence on the efficacy and
versatility of B. bassiana as a contributing to the strengthening of ecological
approaches in crop protection and the development of more sustainable and
environmentally safe integrated pest management strategies.

Index words: banana, biotechnology, entomopathogens, weevil, rhizosphere.
INTRODUCCION

El picudo negro del banano Cosmopolites sordidus Germar, 1824 (Coleoptera: Dryophthoridae) es una de las
plagas mas destructivas en los sistemas de produccién de banano y platano (Musa spp.) en regiones tropicales 'y
subtropicales (Bakaze, Dzomeku y Wiinsche, 2021). Este insecto ocasiona dafios severos al alimentarse del cormo
y pseudotallo, interrumpiendo el transporte de agua y nutrientes, lo que se traduce en debilitamiento de las
plantas, reduccion del rendimiento y caida de los racimos. Ademas, los dafios favorecen la entrada de patégenos
secundarios y disminuyen la longevidad del cultivo (Gold, Ragama, Coe y Rukazambuga, 2005; Pauli, Lopes,
Alves, Damatto Junior y Mascarin, 2011).

Debido a que tanto adultos como larvas permanecen protegidos dentro del tejido vegetal o en el suelo, su
control mediante insecticidas sintéticos resulta complejo e ineficiente, aunque, se han utilizado ampliamente para
su control (Negrete-Gonzélez et al., 2018; Tresson, Tixier, Puech y Carval, 2021). El manejo quimico tradicional,
basado en el uso de insecticidas de amplio espectro como organofosforados, carbamatos y neonicotinoides,
genera problemas de contaminacién ambiental, resistencia en las poblaciones de insectos y afectacién de la
salud humana y de organismos benéficos (Boucher et al., 2013; Vidaurre, Rodriguez y Uribe, 2020; Mishra et al.,
2021; Tresson et al., 2021; Mamy et al., 2025).

Diversas estrategias de manejo se han desarrollado para controlar eficazmente esta plaga, combinando
métodos culturales, fisicos y bioldgicos, dentro de programas de manejo integrado. Entre las précticas culturales
mas efectivas se encuentra la cobertura del suelo en la base del pseudotallo y la remocién de residuos de cosecha
hacia los entresurcos, lo que puede reducir en un 14% el dafo en el cilindro central del cormo (De Graaf, Govender,
Schoeman y Viljoen, 2008). El uso de trampas de feromonas, particularmente aquellas que emplean el atrayente
comercial Cosmolure+, resulta eficaz para la captura masiva de adultos, reduciendo el dafio en el cormo entre un
61y 64%, e incrementando el peso de los racimos hasta en un 23% (Alpizar, Fallas, Oehlschlagery Gonzalez, 2012).

En cuanto al control bioldgico, los hongos entomopatégenos representan una de las alternativas mas
prometedoras, son un grupo de microorganismos que infectan y matan insectos y otros artrépodos mediante
la penetracién de la cuticula, lo que los convierte en valiosos agentes de biocontrol en el manejo de plagas y se
enmarcan dentro de la bdsqueda de alternativas de bajo impacto ambiental para el control biolégico en agricultura
(Mantzoukas, Kitsiou, Natsiopoulos y Eliopoulos, 2022; Tandon, Rana, Kapoory Katoch, 2024; Celis-Perera et al., 2026).
Entre los entomopatdégenos mas estudiados destaca Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuillemin, un hongo cosmopolita
con amplio rango de hospederos y reconocido potencial como agente de control bioldgico, esté presente de forma
natural en el suelo y puede aislarse de diversos ecosistemas (Srivani y Jalaja, 2022; Halim et al., 2024). Estudios han
demostrado que puede encontrarse en muestras de suelo de diferentes ubicaciones geogréficas, lo que indica su
amplia distribucién (Sayed, Ali, EI-Arnaouty, Mahmoud y Amer, 2018; Chaithra et al., 2022).
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La infeccion de los insectos por parte de los hongos entomopatégenos, como B. bassiana, se inicia con
la penetracién de la cuticula del hospedador, un proceso que combina mecanismos fisicos y bioquimicos. En
el aspecto fisico, el hongo ejerce presién mecénica mediante la extension de sus hifas, las cuales atraviesan
la cuticula del insecto hasta alcanzar la hemolinfa (Figueroa, Ferreira, Mamani y de Freitas Soares, 2024).
Paralelamente, ocurre un mecanismo bioquimico basado en la secrecién de enzimas degradadoras de la cuticula,
que descomponen los componentes estructurales de la epicuticula y la exocuticula, facilitando la penetracién y
colonizacién del hospedador por el micelio fungico (Cito et al., 2016; Augustyniuk-Kram, 2018). Adicionalmente,
puede establecerse como enddfito en diversas especies de plantas, proporcionando multiples beneficios, como
el aumento del crecimiento vegetal, una mayor resistencia a plagas y patégenos, y una mejor absorcion de
nutrientes (Saragih, Trizelia, Nurbailis y Yusniwati, 2019; Rocha et al., 2023).

Numerosas aplicaciones prometedoras para el control sostenible y eficaz de poblaciones del picudo negro
del banano C. sordidus han sido desarrolladas mediante el uso de B. bassiana, destacandose dentro de las
alternativas bioldgicas. Estudios desarrollados en ambientes controlados y de campo han confirmado de forma
consistente que B. bassiana presenta una alta capacidad patogénica contra C. sordidus, ocasionando niveles
significativos de mortalidad enlosindividuos infectados (Negrete-Gonzélezet al., 2018; Kisaakye et al., 2021; Pérez,
Paredes, Jumpy Gil, 2021; Valdes-Rivera et al., 2025). Por otra parte, las investigaciones de campo evidencian que
B. bassiana puede reducir significativamente las poblaciones del picudo negro del platano y el dafio a las plantas
cuando se utiliza como enddfito en tejidos de banano. En esta forma, el hongo coloniza los tejidos vegetales sin
afectar el crecimiento de la planta, constituyendo una estrategia sostenible de control biolégico (Akello, Dubois,
Coyne y Kyamanywa, 2008; Akello, Dubois, Coyne y Hillnhutter, 2009).

La eficacia de B. bassiana depende en gran medida de la seleccién de cepas con alta virulencia y adecuada
adaptacién a las condiciones ecoldgicas locales. Se ha documentado una considerable variabilidad morfoldgica,
fisioldgica y genética entre cepas, lo que puede influir en su capacidad de infeccion, esporulacién y tolerancia
ambiental (Lopes et al., 2011; Mitina, Tokarev, Movila y Yli-Mattila, 2011; Yao, Zhang, Chen y Li, 2012; Sanjaya,
Ocampoy Caoili,2014; Zhang et al., 2021). Por ello, la caracterizacidn de cepas nativas constituye un paso esencial
para identificar aislados con mayor potencial entomopatégeno y mejor adaptacidn a las condiciones de campo
(Meyling y Eilenberg, 2007). En este contexto, la rizosfera del banano representa un reservorio natural de cepas
nativas de B. bassiana que podrian mostrar una afinidad ecolégica superior con C. sordidus, dada su coexistencia
en el mismo hébitat (Akello et al., 2008). Sin embargo, a pesar del amplio reconocimiento de B. bassiana como un
agente eficaz en el control de C. sordidus, existe escasa informacion sobre la variabilidad entre sus cepas 'y cémo
estas diferencias afectan su desempefio biocontrolador.

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar molecular, microscépica y macroscépicamente cuatro
cepas nativas de B. bassiana aisladas de la rizosfera del banano y evaluar su eficacia en el control bioldgico
de C. sordidus en condiciones de laboratorio. Los resultados obtenidos aportan informacion relevante para la
seleccién de cepas con alto potencial entomopatdégeno que puedan ser incorporadas en estrategias sostenibles
de manejo integrado del picudo negro del banano.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de B. bassiana

Las muestras de suelo empleadas para el aislamiento de B. bassiana se obtuvieron de la rizosfera de cultivos
de las Muséceas; orito, banano, pladtano perteneciente a fincas de agricultores ecuatorianos de las provincias de
Cotopaxi (La Mand), Los Rios (Quevedo, Babahoyo) y El Oro (Machala). El muestreo se efectud en tres puntos
dispuestos diagonalmente dentro de parcelas de 4 x 4 m. En cada punto se recolecté 1 kg de suelo a una
profundidad de 10 cm. Las muestras fueron depositadas en bolsas plésticas debidamente identificadas con el
lugar de procedencia, la fecha y la ubicacién de recoleccion.

El aislamiento de B. bassiana se realizé utilizando el método de cebo con insectos propuesto por Hapsoh,
Salbiah y Dini (2020), para ello, se pesaron 400 g de suelo previamente recolectado y se colocaron en recipientes
individuales. Se emplearon larvas de Tenebrio molitor y adultos de C. sordidus como cebos y se realizaron
observaciones diarias de los insectos para detectar posibles signos de infeccién por cepas nativas de B. bassiana.

Para favorecer la esporulacion del hongo sobre la superficie del insecto infectado, los especimenes se colocaron
en una cdmara himeda a una temperatura de 26 °C durante un periodo de siete dias. Posteriormente, el micelio
del hongo fue recolectado con una aguja entomoldgica estéril y sembradas en medio Papa Dextrosa Agar (PDA,
TM MEDIA, TM 344, Bhiwadi, Rajasthan, India) con cloranfenicol al 0.1% p/v (Laboratorios Portugal S.R.L., Ecuador).
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Las placas se incubaron a 26 °C durante diez dias en oscuridad, hasta que se evidencié el crecimiento del hongo.
Los aislados obtenidos fueron registrados en el Banco de Germoplasma de Microorganismos de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ, Quevedo, Los Rios, Ecuador) bajo los cédigos LM012, MCB17, MCA1424,
BBAL31.

Caracterizacién de B. bassiana

La caracterizacion morfoldgica de las cepas de B. bassiana incluyd el anélisis de rasgos microscépicos
(morfologia de los conidios) y rasgos culturales macroscépicos observados en las colonias. Los parametros
evaluados fueron: (a) patrén de crecimiento, definido como la distribucién y expansion del micelio sobre el agar;
(b) color, determinado por el tono visible de la colonia influenciado por el micelio y la conidiogénesis; (c) forma,
correspondiente a la geometria del borde de la colonia; (d) textura, asociada con la apariencia superficial del
micelio y los conidios; y (e) elevacion, definida como el relieve vertical de la colonia respecto al medio. Para la
caracterizacién molecular, los aislados de B. bassiana (LM012, MCB17, MCA1424, BBAL31) fueron reactivadas
en PDA a 25 = 1 °C por 7 dias; la biomasa para ADN se obtuvo en Sabouraud Dextrose Broth (SDB) a 150 rpm
por 72 h. EIl ADN gendmico se extrajo por CTAB modificado y se verificd la integridad de las bandas de ADN
en gel de agarosa al 1 % y por espectrofotometria para cuantificar su concentracién en nanogramos (ng). La
regién ITS-5.8S fue amplificada por PCR con los primers universales: ITS1 (5 - TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") y
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). La PCR se prepard con un volumen final de 25 pL compuesto por: 12.5 pL
Master Mix Tag 2x (Thermo Scientific™), 1.0 uyLITS1 (10 uM), 1.0 pLITS4 (10 uM), 2.0 uLADN (20-50 ng pL") y agua
grado molecular hasta completar el volumen final. Programa en termociclador: 95 °C/5 min; 35 ciclos de 95 °C/30
s,55°C/30sy 72°C/60 s; extension final 72 °C/7 min. Los amplicones (~600 bp) se visualizaron en gel de agarosa
al 1.5% utilizando un marcador molecular de 100 bp (Rehnery Buckley, 2005). Los productos purificados fueron
secuenciados mediante el método de Sanger con lectura bidireccional (Macrogen Inc., Corea); y las secuencias
resultantes fueron editadas y ensambladas utilizando Geneious Prime v.2024.0 (Biomatters Ltd.). Finalmente,
las secuencias depuradas se compararon con la base de datos GenBank mediante BLASTn (NCBI) empleando
los pardmetros por defecto: algoritmo megablast, umbral de expectativa (e-value) < 1e-5, cobertura minima =
95% e identidad nucleotidica = 97% para la sugerencia taxondmica. Este anélisis fue utilizado Unicamente como
herramienta preliminar basada en similitud de secuencias.

Material Biolégico

Los insectos utilizados en los experimentos de laboratorio fueron recolectados mediante trampas de
pseudotallo en cultivos de platano de las variedades Dominico y Barraganete, y posteriormente identificados
morfolégicamente siguiendo los criterios diagndsticos descritos por Sepulveda-Cano y Rubio-Gémez (2009).
Grupos conformados por quince especimenes de C. sordidus se mantuvieron en cuarentena a 26 = 1 °C, con una
humedad relativa del 80 = 10% y un fotoperiodo de 12:12 h (luz:oscuridad) durante 40 dias, dentro de recipientes
plasticos de 500 mL. Los adultos fueron alimentados con pedazos de cormo (25g) y pseudotallo de platano (25g)
variedad Dominico previamente desinfectados con hipoclorito de sodio (0.5%) por un periodo de 60 segundos.
Se realizaron tres enjuagues con agua destilada y se dejé escurrir para reducir el exceso de humedad. Se realizd
recambio de alimento cada dos dias hasta cumplir con el periodo de cuarentena.

Aplicacion de Aislados de B. bassiana

Se evaluaron cuatro aislados de B. bassiana (LM012, MCB17, MCA1424 y BBAL31) previamente caracterizados.
Se prepararon suspensiones con una concentracion de 1 x 10° conidios mL" en una solucién de Tween 80° al
0.1% v/v (Scharlau, Barcelona) para cada aislado. Los insectos adultos fueron sumergidos durante un minuto en
la suspension correspondiente, asegurando un contacto uniforme con los conidios. Después de la inoculacién,
los insectos se transfirieron a recipientes plasticos (9 x 12 x 11 cm) que contenian fragmentos de cormo y
pseudotallo de platano, los cuales sirvieron como alimento y refugio durante el periodo experimental. El control
negativo consistié en la inmersién de los insectos en agua destilada durante un minuto, mientras que el control
positivo se establecié mediante la exposicidn al insecticida Imidacloprid (ingrediente activo 350 g L'; suspension
concentrada, dosis 2 mL L"; Importadora Industrial Agricola Del Monte S.A., km 5.5 via Durdn-Babahoyo, Guayas,
Ecuador) por el mismo periodo de tiempo. Tras los tratamientos, los insectos fueron retirados cuidadosamente y
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colocados en recipientes limpios bajo condiciones ambientales controladas de 25 = 1 °C, 95 * 5% de humedad
relativa y un fotoperiodo de 12:12 h (luz:oscuridad). El disefio experimental utilizado fue completamente al azar
con quince repeticiones (insectos sin sexar) por cada tratamiento evaluado. Todos los tratamientos se mantuvieron
bajo las mismas condiciones experimentales para garantizar la uniformidad entre las repeticiones. La mortalidad
de los adultos de C. sordidus se registré diariamente con el fin de evaluar la virulencia de cada aislado fungico
en comparacién con los controles.

Ensayo de Supervivencia

Se realizaron bioensayos de tiempo-mortalidad para evaluar la actividad patogénica de los aislados de
B. bassiana sobre adultos sin sexar de C. sordidus, previamente sometidos a un proceso de cuarentena. Los
insectos fueron expuestos a cada tratamiento segun el procedimiento descrito anteriormente. La mortalidad se
registré a las 1, 6, 12y 24 horas después de la exposicidn y, posteriormente, cada 24 horas durante un periodo
de 60 dias. Los individuos que murieron durante el periodo de observacién fueron transferidos a cajas Petri que
contenian tela de gasa humedecida, las cuales se sellaron con parafilm para mantener la humedad interna. Cada
caja Petri se colocé en una incubadora a 25 °C, y se revisé diariamente para verificar el crecimiento del hongo
B. bassiana y confirmar la causa de la mortalidad. Se emplearon quince repeticiones por tratamiento.

Colonizacion de B. bassiana en el Cuerpo C. sordidus

La colonizacion de B. bassiana en el cuerpo de los adultos de C. sordidus se evalud cinco dias después de
la aparicion del micelio sobre los insectos peviamente infectados. Para documentar el crecimiento fungico, se
obtuvieron imégenes de alta resolucion del micelio de B. bassiana sobre el cuerpo de C. sordidus utilizando un
smartphone Xiaomi Redmi Note 12 Pro (Xiaomi Inc., Pekin, China) acoplada al ocular de un estereomicroscopio
Olympus SZX10 (Evident Scientific, Japon). Las fotografias se capturaron en formato TIFF, con una resolucién
de 3000 x 3000 pixeles. Las imadgenes obtenidas fueron analizadas con el software ImageJ (Rasband, 2018)
para determinar el porcentaje de colonizaciéon micelial en el cuerpo de C. sordidus. El andlisis se realizé en diez
repeticiones por cada cepa de B. bassiana, considerando la posicién ventral del insecto, donde el crecimiento
fungico fue mas evidente. Para cada muestra, se delimitaron manualmente el area total del cuerpo y el area
cubierta por micelio mediante las herramientas de segmentacién del programa. Los resultados se expresaron
como porcentaje de area colonizada, comparando la proporcién entre superficie sana y superficie infectada.

Analisis de Datos

Los datos obtenidos de los bioensayos de tiempo-mortalidad fueron analizados mediante el anélisis de
supervivencia utilizando los estimadores de Kaplan-Meier para generar las curvas de supervivencia y estimar el
tiempo letal medio (TLso). La comparacidn global entre las curvas de supervivencia se realizé mediante la prueba
de Log-Rank (y?), y las comparaciones pareadas entre tratamientos se efectuaron aplicando la correccién de
Bonferroni. La variable de colonizacién del hongo los porcentajes de area corporal cubierta por micelio fueron
analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Los anélisis se realizaron con los programas
SigmaPlot (Systat Software Inc., 2017) y RStudio (R Core Team, versién 4.5.0) (Posit team, 2025). Previamente a los
analisis, se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de las varianzas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis molecular basado en la secuenciacién del gen 5.8S del ADN ribosomal sugiere que todas las cepas
pertenecieron a la especie Beauveria bassiana. Se obtuvo una cobertura de consulta del 100%, una identidad
del 100% al comparar las secuencias con las registradas en la base de datos GenBank. Para la cepa LM012, se
observé unaidentidad del 100% al alinearse con B. bassiana cepa NBAIR-BbEP (nimero de acceso MN733077.1).
De igual manera, la cepa MCB17 presentd una identidad del 100% con B. bassiana cepa FJAT-9624 (nimero de
acceso JQ320365.1), mientras que la cepa MCA1424 mostrd una identidad del 100% con B. bassiana cepa EF_55
(nimero de acceso MT528704.1). La cepa BBAL31 también evidencié una identidad del 100% con B. bassiana
cepa SBI-Bb01 (nimero de acceso MT584878.1).
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El andlisis de la regién ITS-5.8S sugirié que todas las cepas corresponden a B. bassiana, de acuerdo con
las coincidencias obtenidas mediante BLASTn contra secuencias depositadas en GenBank. No se detectaron
diferencias entre las secuencias ITS de los aislados, lo que refleja una alta coincidencia en este marcador
conservado. Sin embargo, el ITS carece de resolucién para inferir diversidad intraespecifica en B. bassiana
(Potenza et al., 2009) por lo que la identificacién taxondmica robusta requiere genes con mayor variabilidad
(p. €j.: EF1-a, Bloc) o anélisis multilocus (Rehner y Buckley, 2005; Potenza et al., 2009; Rehner et al., 2011).

En otros estudios que han empleado marcadores moleculares méas polimdrficos, como microsatélites
o regiones génicas como EF1-a, han revelado una amplia diversidad genética entre cepas de B. bassiana
provenientes de distintas regiones geogréficas y hospedadores (He et al., 2012; Trissi et al., 2013). Por lo tanto,
son necesarios estudios complementarios utilizando marcadores con mayor poder de resolucién genética para
determinar si existen variaciones intraespecificas significativas entre los aislados analizados.

A nivel microscdpico, los aislados de B. bassiana presentaron conidios unicelulares, esféricos o ligeramente
ovalados en todos los casos, una caracteristica morfoldgica tipica de la especie. Los aislados mostraron variaciones
en su morfologia macroscépica en medio PDA, particularmente en el patron de crecimiento, color, textura y
elevacion de las colonias (Cuadro 1).

En general, las colonias mostraron tonalidades blancas o beige, con texturas polvorientas, rugosas o
algodonosas,y con elevacion predominantemente. Estas variaciones morfoldgicas reflejan la diversidad fenotipica
entre los aislados procedentes de distintas regiones y cultivos hospedantes tal como ha sido documentado por
Safavi (2010) y Sanjaya et al. (2014).

Los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion molecular y morfolégica de los aislados de
B. bassiana confirman la presencia de este hongo entomopatdégeno en suelos agricolas asociados a cultivos
de muséceas en Ecuador, evidenciando su adaptacién a diferentes condiciones edéficas y climéaticas (Wilson
etal., 2017). Este hallazgo respalda la importancia de los suelos agricolas como reservorios naturales de hongos
entomopatdgenos, tal como lo sefialan Abdel-Raheem, (2019); Hapsoh et al. (2020); Kary, Alizadeh y Dunph
(2022), quienes demostraron que B. bassiana se encuentra de forma natural en el suelo y puede aislarse de varios
tipos de suelos, incluidos aquellos provenientes de campos agricolas.

Diversos estudios han demostrado que B. bassiana puede causar altas tasas de mortalidad en C. sordidus,
por ejemplo, los aislados de B. bassiana ICIPE 273, ICIPE 648 y ICIPE 660 probocaron mas del 80% de mortalidad
en adultos del picudo negro del banano bajo condiciones de laboratorio (Kisaakye et al., 2021); mientras que
Fancelli et al. (2013), demostraron que entre 32 aislados de B. bassiana pueden causar tasas de mortalidad entre
el 14y 96% en adultos de C. sordidus al utilizar suspensiones de 1 x 108 conidios mL".

El uso de cepas nativas de B. bassiana resulté altamente efectivo, logrando 100% de mortalidad en
C. sordidus a una concentracion de 1 x 10° conidios mL". Estas cepas locales presentan ventajas frente a aislados
comerciales, ya que estan adaptadas a las condiciones ambientales y al hospedero del ecosistema donde seran
aplicadas, lo que mejora su persistencia y virulencia en campo. Ademas, la utilizacién de aislamientos autéctonos
reduce riesgos ecoldgicos asociados a la introducciéon de microorganismos externos y favorece estrategias de
control biolégico mas sostenibles a largo plazo (Islam, Chowdhury, Mim, Momtaz y Islam, 2023).

Cuadro 1. Caracteristicas culturales macroscépicas de las colonias de B. bassiana.
Table 1. Macroscopic cultural characteristics of B. bassiana colonies.

Observaciones de la colonia

Codigo del Ubicacién Cultivo Patrén de -

. : o . L Color Forma Textura Elevacion

aislamiento geogréfica asociado crecimiento

LM012 La Mana, Cotopaxi, Orito Disperso Blanco Irregular Rugosa Elevaday
Ecuador plana

Mocache, Los Rios, . ) .

MCB17 Banano Disperso Beige Redondeada Polvorienta Elevada
Ecuador

MCA1424 Machala, El Gro, Banano Denso con famlllos Beige Redondeada Algodonosa Elevada
Ecuador concéntricos

BBAL31 Babahoyo, Los Rios, Platano Denso Blanco Irregular Polvorienta Elevada

Ecuador
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El analisis de supervivencia de los adultos de C. sordidus expuestos a B. bassiana (Cepa 1:LM012, Cepa 2:
MCB17, Cepa 3: MCA1424, Cepa 4: BBAL31), control negativo (agua), control positivo (imidacloprid) indicaron
diferencias significativas entre los tratamientos (prueba Log-rank: 2 = 30.45; gl = 5; p <0.001; Figura 1A). Los insectos
expuestos al insecticida imidacloprid presentaron la mortalidad més lenta (Figura 1A), en contraste, los individuos
tratados con las cepas fingicas mostraron una mortalidad progresiva a lo largo del tiempo, con diferencias minimas
entre aislados. Los tiempos medios de supervivencia (TLs) fueron de 12, 15, 13 y 11 dias para las cepas LM012,
MCB17, MCA1424 y BBAL31, respectivamente, mientras que el grupo tratado con imidacloprid presentd un TLso de
59 dias, y el control con agua no mostré mortalidad durante el periodo experimental (Figura 1B).

Estos resultados concuerdan con investigaciones previas que han demostrado la capacidad de diferentes aislados
de B. bassiana para ejercer una accién letal efectiva contra C. sordidus con tiempos de mortalidad que oscilan entre 5
y 31 dias bajo diferentes condiciones experimentales (Lopes et al., 2011; Membang et al., 2020; Kisaakye et al., 2021)
y que imidacloprid presenta un efecto moderado (<20%) contra el picudo negro (Mongyeh, Ndamukong y Okolle,
2015). Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno capaz de causar la mortalidad de diversos insectos plaga
por lo que es ampliamente utilizado como agente de biocontrol. Su mecanismo de accién implica multiples etapas
y factores, que incluyen la penetracién fisica, la degradacidn enzimatica y la produccién de metabolitos téxicos (Cito
et al., 2016; Dhawan, Joshi, Kaur, Sandhu y Meenu, 2020; Baek et al., 2022; Figueroa et al., 2024).

Aunque las cuatro cepas de B. bassiana evaluadas en el presente estudio provocaron la mortalidad total en
adultos de C. sordidus, es necesario realizar evaluaciones adicionales de virulencia entre los aislados. Estudios
evidencian que la virulencia puede variar significativamente entre cepas de la misma especie, debido a diferencias
en la produccién y tipo de enzimas hidroliticas, metabolitos secundarios y toxinas asociadas al proceso infeccioso
(Abdelaziz et al., 2018). Membang et al., (2020) demostraron que, de 13 aislados de Metarhizium anisopliae y
B. bassiana analizados, solo seis fueron efectivos contra el picudo del banano, observandose variaciones notables
incluso entre aislados de una misma especie. Estos hallazgos sugieren que la pertenencia taxonémica no garantiza
un nivel similar de virulencia, por lo que la caracterizacion funcional y comparativa de cepas nativas constituye un
paso esencial para seleccionar aislados con mayor potencial entomopatégeno y eficacia en campo.
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Figura 1. Curvas de supervivencia de Cosmopolites sordidus expuestos a los tratamientos con cuatro cepas
de Beauveria bassiana (Cepa 1:LM012, Cepa 2:MCB17, Cepa 3: MCA1424, Cepa 4: BBAL31), agua (control
negativo) e imidacloprid (control positivo). (A) Curvas de supervivencia estimadas mediante el anélisis de Kaplan-
Meier. (B) Tiempos medios de supervivencia (LTso: tiempo letal 50%) de los adultos expuestos a cada tratamiento. Los
diagramas de caja muestran la mediana (linea sélida) y la dispersidn (cuartiles inferior y superior, y valores atipicos) de
los tiempos medios de supervivencia (TLs). Letras en curvas de supervivencia indican diferencias significativas entre
tratamientos segun la prueba Log-Rank y el método de comparaciones multiples de Holm-Sidak (p < 0.05).

Figure 1. Survival curves of Cosmopolites sordidus exposed to treatments with four Beauveria bassiana strains
(Strain 1: LM012, Strain 2: MCB17, Strain 3: MCA1424, Strain 4: BBAL31), water (negative control), and
imidacloprid (positive control). (A) Survival curves estimated using the Kaplan-Meier analysis. (B) Mean survival times
(LTso: median lethal time) of adults exposed to each treatment. Box plots show the median (solid line) and dispersion
(lower and upper quartiles, and outliers) of the mean survival times (TLso). Letters on survival curves indicate significant
differences between treatments according to the Log-Rank test and Holm-Sidak multiple comparison method (p < 0.05).
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El proceso de colonizacién de B. bassiana fue observado de manera similar en las cuatro cepas evaluadas,
confirmando la efectividad de B. bassiana en la infeccién y colonizacion de C. sordidus. De acuerdo con el anélisis
estadistico realizado, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de colonizacién de B. bassiana
en el cuerpo de los adultos de C. sordidus, (y2 = 5.47; gl = 3; p = 0.1406). La colonizacién de las cuatro cepas
mostraron un comportamiento homogéneo, sin variaciones significativas en la proporcién de superficie corporal
cubierta por micelio. Los porcentajes medios de colonizacién registrados fueron: LM012 (80.22%), MCB17
(82.59%), MCA1424 (79.75%) y BBAL31 (66.28%), lo que evidencia una eficiencia similar entre los aislados en su
capacidad para colonizar el hospedador bajo las condiciones experimentales.

Una vez que el hongo penetra la cuticula de su huesped, prolifera en el interior del cuerpo del insecto,
formando hifas que se diseminan por los tejidos, lo que finalmente provoca la muerte del hospedador (Baek et al.,
2022; Figueroa et al., 2024). Posteriormente, el hongo esporula sobre el cadaver, generando conidios capaces de
infectar nuevos individuos. El crecimiento y la proliferacion de B. bassiana estéan influenciados por factores como la
temperatura, el pH y las fuentes de nutrientes 6ptimas (Padmavathi, Uma Devi y Uma Maheswara Rao, 2003; Dhar,
Jindal y Gupta, 2016; Alali et al., 2019). El experimento se realizé bajo condiciones controladas de laboratorio,
donde todas las cepas de B. bassiana fueron cultivadas y aplicadas bajo las mismas condiciones ambientales y
nutritivas en medio PDA. Esta uniformidad en las condiciones de crecimiento permitié minimizar la influencia de
factores externos, por lo que no se observaron diferencias en el grado de colonizacién micelial sobre el cuerpo
de los insectos evaluados. Sin embargo, otros factores tanto genéticos como metabdlicos deben ser evaluados.

Cosmopolites sordidus es una plaga de importancia econémica en los cultivos de platano y banano de todo
el mundo (Tresson et al., 2021) y los resultados obtenidos resaltan el gran potencial de cepas de B. bassiana
para su aplicacién en campo como agente de control bioldgico. Estrategias como el combinar B. bassiana con
trampas de pseudotallo (Fancelli et al., 2013), con feromonas de agregacion (Lopes et al., 2011) o la combinaciéon
con otros hongos entomopatdégenos pueden emplearse para facilitar la diseminacién del hongo en la poblacion
del picudo negro del banano (Membang et al., 2020). De acuerdo con Hapsoh et al. (2020) y Gutiérrez et al.
(2024) la seleccion de cepas nativas de B. bassiana constituye un paso clave para el control eficiente de varias
plagas, ya que su adaptacion al entorno local favorece la colonizacién, persistencia y virulencia en campo. En
este sentido, los resultados obtenidos resaltan la necesidad de profundizar en la caracterizacion ecoldgica y
patogénica de las cepas nativas, a fin de identificar aquellas con mayor potencial para su aplicacién en estrategias
de manejo bioldgico sostenible. Finalmente, el aislamiento de B. bassiana en suelos de diferentes regiones del
pais confirma el papel del suelo como fuente natural de cepas entomopatdgenas, y denota la relevancia de
continuar explorando estos ecosistemas para fortalecer los programas de control bioldgico de plagas agricolas.

CONCLUSIONES

La caracterizacion molecular identificd las cepas como pertenecientes a la especie Beauveria bassiana. La
variabilidad morfolégica observada entre los aislados evidencia la diversidad fenotipica presente en cepas nativas
de esta especie. Los resultados de este estudio confirman el alto potencial entomopatdégeno de las cepas nativas
de B. bassiana aisladas de la rizosfera del banano frente a Cosmopolites sordidus. Todas las cepas evaluadas
(LM012, MCB17, MCA1424 y BBAL31) mostraron efectividad letal del 100% sobre los adultos del insecto, con
valores de TLso entre 11y 15 dias, lo que demuestra su capacidad biocontroladora bajo condiciones controladas.
En conjunto, los resultados respaldan el uso potencial de aislados locales de B. bassiana como alternativa
sostenible al uso de insecticidas quimicos y aportan informacién relevante para el desarrollo de estrategias de
manejo integrado de plagas mas seguras, eficientes y ecolégicamente compatibles.
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