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RESUMEN

Las “gallinas ciegas” (Coleoptera: Melolonthidae) son larvas edaficas que se consideran
como la principal plaga agricola del maiz (Zea mays L.) en la region Altos Tsotsil-Tseltal
de Chiapas. Los productores usan agroquimicos para contrarrestar el dafio que les
ocasiona esta plaga, lo que genera impactos negativos en el ambiente y la salud humana.
Los hongos entomopatdgenos pueden ser una alternativa ecolégicamente viable para su
manejo , por ello, en esta investigacion se planteé como objetivo evaluar la patogenicidad
y agresividad (TLso) de cuatro cepas de Beauveria bassiana; dos nativas de la region
Altos Tsotsil-Tseltal de Chiapas, una de Brasil (Bb15) y una comercial (BeaTron®), todas
a la concentracién de 1x108 conidias/ml, sobre larvas de segundo estadio de las especies
rizofagas estrictas Phyllophaga ravida y P. obsoleta, y |a rizéfaga facultativa P. tumulosa
en condiciones de laboratorio. Los resultados sefialan que para P. ravida las cepas
nativas 1y 2 fueron las mas patogénicas con mortalidades observadas de 80y 64 % y
TLso de 13.5 y 21 dias, respectivamente. Asi mismo para P. obsoleta, las cepas nativas
1y 2 presentaron mayor patogenicidad con mortalidades observadas de 60y 52 % y TLso
de 21 y 25 dias, respectivamente. En tanto que para P. tumulosa ninguna de las cepas
evaluadas fue patogénica. Este estudio sugiere que es posible utilizar los hongos
entomopatoégenos nativos dentro de un programa de control biolégico.

Palabras clave: plagas del suelo, “gallina ciega”, agroquimicos, hongo entomopatogeno,

patogenicidad



[. Introduccion

En México y Centroamérica, las larvas edaficas (Coleoptera: Melolonthidae) se
consideran plagas agricolas de importancia debido a que se alimentan de las raices de
las plantas y provocan peérdidas en cultivos basicos e industriales, hortalizas, flores y
frutales (Moron y Rodriguez-del-Bosque 2010). En México, a las larvas subterraneas de
melolontidos se les conoce como “gallinas ciegas”, taxonédmicamente es un complejo de

especies, el cual es distinto entre localidades, afios y cultivos (Morén 1986).

De acuerdo con los habitos alimenticios del complejo larval se separan en rizéfagas
estrictas (solo comen raices), rizéfagas facultativas (comen raices en ausencia de
materia organica) y sapréfagas (unicamente se alimentan de materia organica en

descomposicion) (Morén 1986).

La “gallina ciega” se considera la plaga agricola principal en maiz (Zea mays L.) en la
region Altos Tsotsil-Tseltal de Chiapas (CEIEG 2019), dado que las especies rizéfagas
reducen los rendimientos del grano en casi 500 kg por hectarea (Ramirez-Salinas y
Castro-Ramirez 2000). Lo cual resulta preocupante, porque se trata de productores de
temporal que obtienen rendimientos de 1.3 t ha-! (SIAP 2017), que destinan la cosecha

para la subsistencia de ellos y de sus familias (Castro-Ramirez y Ramirez-Salinas 2010).

Ante esta situacion, los productores optan por el uso indiscriminado de agroquimicos para
contrarrestar el dafio que ocasiona el complejo “gallina ciega” (Bernardino et al. 2017).
Sin embargo, con las aplicaciones desmedidas y descontroladas de agroquimicos, la
plaga desarrolla resistencia, se destruyen sus enemigos naturales y otra fauna benéfica,
se cambia la diversidad microbiana edafica y se incrementa la contaminacién del agua,
suelo y aire (Kaur y Gang 2014). Asimismo se pone en riesgo el ambiente y la salud
humana (Sarwar 2015; Kim et al. 2017). Ademas, los agroquimicos son caros para el

precio del maiz.

Para controlar efectivamente a las plagas agricolas, proteger a los cultivos y disminuir el
uso de los agroquimicos, se impulsa la transicion hacia el Manejo Integrado de Plagas
(MIP), el cual consiste en seleccionar y usar, solas o integradas, tacticas de control
bioldgico, cultural, fisico-mecanico, legal (medidas cuarentenarias que disminuyen el
riesgo de entrada de plagas a zonas libres) y, como ultima opcidn, los agroquimicos;
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basadas en el contexto socioecondmico de los sistemas agricolas, el ambiente asociado
y la dinamica de poblacion de las plagas (Kogan 1998; Murguido y Elizondo 2007; Barrera
et al. 2012; Barzman et al. 2015).

La tactica del control bioldégico consiste en usar organismos vivos para suprimir o regular
la densidad de poblacion o el impacto de una plaga (Eilenberg et al. 2001). Por tanto,
requiere del conocimiento preciso sobre la biologia-ecologia de los insectos plaga, asi
como de las especies que se usaran para reducir sus poblaciones; la evaluacién de los
enemigos naturales nativos de las plagas es un aspecto esencial en el quehacer del

control biolégico (Van Driesche et al. 2007).

A causa de su habitat subterraneo, las “gallinas ciegas” son infectadas de manera natural
por microorganismos propios del suelo (Villani et al. 1992; Jackson 2003); bajo esas
condiciones, los hongos entomopatégenos (HEP) Metarhizium anisopliae y Beauveria
bassiana sobresalen como los enemigos naturales con mayor potencial para su uso en
programas de MIP (Jackson et al. 1997; Hajek y St. Leger 1994; Pell et al. 2010;
Hernandez et al. 2010; Vega et al. 2012).

En la regién Altos Tsotsil-Tseltal se ha estado investigando el HEP Beauveria bassiana
nativo como alternativa para el manejo de la “gallina ciega”. Por ello, varias cepas del
hongo fueron obtenidas de adultos (escarabajos) y larvas de “gallina ciega” infectadas en
campo y se les ha evaluado la patogenicidad y el Tiempo Letal Medio (TLso) sobre larvas
rizofagas y mas abundantes de “gallina ciega” en condiciones de laboratorio, invernadero
y semicampo (Flores et al. 2002; Castro-Ramirez 2006; Velazquez-Lépez et al. 2006;

Polanco-Mendoza et al. 2010).

En El Colegio de la Frontera Sur-San Cristobal (ECOSUR-SC), ubicado en la region Altos
Tsotsil-Tseltal, se conservan cepas nativas de B. bassiana promisorias obtenidas en las
parcelas agricolas donde se presenta la plaga “gallina ciega”; se guardan con el interés
de que no se pierdan para el aprovechamiento por los productores. Asi mismo, en la
region Soconusco de Chiapas (en ECOSUR-Tapachula) se conservan cepas de B.
bassiana de esa zona y provenientes de otros estados de la Republica Mexicana y de

otros paises, que se han evaluado sobre varias plagas de esa region, particularmente



sobre la broca del café Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae) (Barrera et al.
2008).

Actualmente, se comercializan productos formulados con cepas de B. bassiana de
diferente origen para el manejo eficaz de plagas agricolas, los cuales son elaborados por
empresas especializadas en el desarrollo de productos bioldgicos para la agricultura. Sin
embargo, se menciona que utilizar cepas endémicas de hongos colectadas en la misma
region donde se presentan las plagas puede ser la estrategia mas eficaz para regular sus
poblaciones, debido a su adaptacién al ambiente, entre otras causas (Monzén 2001; Van
Driesche et al. 2007; Vazquez-Martinez et al 2014). Entonces, cabe preguntarse sobre la
efectividad de éstos productos comerciales sobre la plaga subterranea “gallina ciega”, asi
como su establecimiento en el suelo, como componente del mismo (Hernandez et al.
2010).

Por lo anterior, surgio el interés de investigar la efectividad de las cepas nativas de B.
bassiana y las provenientes de otros ambientes sobre tres especies del complejo “gallina
ciega” de la region Altos Tsotsil-Tseltal de Chiapas. Asi, en un bioensayo se evaluaron la
patogenicidad (capacidad para producir y desarrollar una enfermedad) y la agresividad
(TLso) de dos cepas nativas de la region Altos Tsotsil-Tseltal, una cepa originaria de Brasil
(Bb15) y el producto comercial BeaTron® (Plant Health Care® de México) sobre el
segundo estadio larval de las especies rizofagas Phyllophaga ravida y P. obsoleta, y la

especie rizofaga facultativa P. tumulosa.



Il. Antecedentes

2.1 Las plagas del suelo

En México, desde hace aproximadamente cuatro décadas, el estudio de las plagas del
suelo cobré mayor importancia entre la comunidad cientifica. El caso particular de las
pérdidas de maiz en los estados de Jalisco y Tamaulipas fue determinante para que los
investigadores fijaran su atencidn en los organismos subterraneos que causan problemas
en varias especies vegetales. Por lo tanto, a partir de 1978 se realizan de manera
itinerante Mesas Redondas sobre las plagas del suelo, donde se exponen y discuten
temas relacionados con su distribucion, diversidad, biologia, ecologia y manejo;

principalmente en cultivos agricolas (Moréon y Rodriguez, 2010).

En las Mesas Redondas y en algunas investigaciones realizadas en el territorio nacional
se ha sefialado que la “gallina ciega” (Coleoptera: Melolonthidae) es una de las
principales plagas del suelo debido a que causa perjuicios considerables a los cultivos
por alimentarse de las raices de las plantas. El detrimento de las raices impacta en los
productos, rendimientos y calidad de los cultivos. En la produccién de hortalizas, frutales,
flores, forestales y cultivos agricolas la “gallina ciega” es un problema serio (Rios y
Romero, 1982; Rodriguez, 1988).

2.2 El complejo “gallina ciega”

En la region Altos Tsotsil-Tseltal, el complejo “gallina ciega” puede generar pérdidas de
36 a 42 % de la produccién de grano de maiz (aproximadamente 500 kg por hectarea)
(Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez 2000; Castro-Ramirez et al. 2006). Por ello, desde
hace mas de 20 afos se estudia a la “gallina ciega” como plaga agricola del maiz y las
estrategias agroecologicas para su manejo. Lo que ha permitido conocer su ciclo de vida
anual, su sincronizacién con el cultivo de maiz, sus habitos alimenticios, la diversidad de

especies y sus enemigos naturales (Castro-Ramirez y Ramirez-Salinas 2010).

Mordn (1986) sefala que al conjunto de especies que habitan determinada zona agricola
se le denomina complejo “gallina ciega”, el cual es distinto entre localidades, afios y

cultivos. Incluso entre parcelas de un mismo lugar (Castro-Ramirez, com. pers.).



En las parcelas agricolas de los Altos Tsotsil-Tseltal se ha identificado un complejo de
mas de dieciséis especies de “gallina ciega” (Castro-Ramirez et al. 2005). Sin embargo,
las responsables de las pérdidas agricolas son Phyllophaga obsoleta, P. ravida, P.
menetriesi, P. testaceipennis y P. tenuipilis que tienen larvas que exclusivamente se

alimentan de raices (rizéfagas estrictas).

2.2.1 Distribucién, diversidad y abundancia

La “gallina ciega” se encuentra en todo el territorio de México y se distribuye de acuerdo
con la humedad disponible, la temperatura media anual, el tipo de suelo y la vegetacion.
La mayor diversidad de especies se localiza en areas con orografias accidentadas, donde
la humedad y temperatura son menos estables, y la menor diversidad en zonas con

escaza orografia, donde hay suelos y especies vegetales uniformes (Morén 2010).

Actualmente se reportan 1,179 especies de melolontidos, en estado adulto, en el territorio
nacional, el mayor numero de estas se encuentran en los estados de Chiapas (368),
Veracruz (281) y Oaxaca (232). Chiapas alberga 94 especies endémicas (Mordn et al.
2014).

En la region Altos Tsotsil-Tseltal de Chiapas se conocen 68 especies en estado adulto
asociadas con los cultivos agricolas, de las cuales unicamente 20 se reportan como
larvas y pupas relacionadas con las raices del maiz, principalmente de los géneros

Phyllophaga y Paranomala (Castro-Ramirez y Ramirez-Salinas 2010).

Méndez y colaboradores (2006) senalan que, en las parcelas agricolas de la region Altos
Tsotsil-Tseltal predominan cinco especies de larvas rizofagas en los sitios con mayor
diversidad de especies (trece), mientras que en los de menor diversidad (cinco)

predomina al menos una especie con ese habito de alimentacion.

2.2.2 Clasificacion taxondmica

Se sigue la delimitacion por Endrodi (1966), que considera a Melolonthidae Leach, 1819,

como familia valida de la superfamilia Scarabaeoidea (Cherman y Morén 2014).

Phyllum: Arthropoda



Subphyllum: Euarthropoda

Superclase: Mandibulata

Clase: Hexapoda

Subclase: Pterygota

Orden: Coleoptera

Suborden: Polyphaga

Superfamilia: Scarabaeoidea o Lamellicornia
Familia: Melolonthidae Leach, 1819, sensu Endrodi 1966
Subfamilia: Melolonthinae

Tribu: Melolonthini Leach, 1819

Género: Phyllophaga Harris, 1827

Especies (en esta investigacion): Phyllophaga ravida (Blanchard, 1850), P. obsoleta
(Blanchard, 1850) y P. tumulosa (Bates, 1888)

2.2.3 Descripcion morfologica de meloléntidos

Los adultos (ronrones) tienen colores variados, el tamafio del cuerpo varia entre 3y 170
mm, presentan mandibulas bien desarrolladas; esclerosadas, con dientes en el borde
interno, mas o menos ocultas bajo el clipeo. La maza antenal esta formada por tres a
siete artejos alargados y delgados con forma de lamelas capaces de doblarse y
desplegarse como abanico, con superficie brillante y setas dispersas, usualmente son

mas largas en los machos que en las hembras.

La cabeza es pequefia, el cuerpo ovalado y robusto, pocas veces deprimido o esbelto. El
abdomen esta compuesto por seis segmentos visibles, los segmentos cuarto y quinto
tienen los espiraculos colocados en los extremos laterales de los esternitos. Las patas
anteriores son fuertes, en ocasiones esbeltas y mas alargadas en los machos. Los tarsos
son pentameros en los tres pares de patas, las ufias tarsales estan bien desarrolladas,

con formas simples, dentadas, bifidas, usualmente moéviles y en pares.



Las alas rigidas y duras (élitros) siempre estan desarrolladas, en ocasiones fusionadas
entre si, y las alas metatoracicas (hemiélitros) bien desarrolladas, en pocos casos

reducidas o ausentes.

Las larvas son de tipo escarabaeiforme. Los palpos maxilares estan formados por cuatro
artejos, tienen mandibulas bien desarrolladas, las antenas con cuatro artejos, el ultimo

con forma diferente y provisto con areas sensoriales de forma variable.

Los tres pares de patas bien desarrolladas, cada una de ellas con cuatro artejos
diferenciados y el ultimo con una ufa. Tienen un par de espiraculos protoracicos y ocho
pares de espiraculos abdominales de tipo cribiforme. EI abdomen consta de diez

segmentos y la abertura anal usualmente es horizontal (Morén et al. 1997).

2.2.4 Descripcion de las especies larvales utilizadas en esta investigacion, segun Castro

y colaboradores (2004).
Phyllophaga ravida

Son “gallinas ciegas” moderadamente robustas, de color blanco hialino, la longitud del
cuerpo es de 31 £ 5 mm, la cabeza es de color café-amarillenta. Habitan en todos los

tipos de vegetaciéon natural o inducidos, ubicados entre los 150 y 2100 m de altitud.
Phyllophaga obsoleta

Se considera una de las “gallinas ciegas” mejor distribuidas en México. Sus larvas son
de color blanco cremoso, la longitud del cuerpo es de 31 £ 5 mm, la cabeza es de color
café-amarillenta, tiene habitos alimenticios rizé6fagos pero pueden causar menos dafos a
las raices cuando abunda la materia organica en el suelo. Habitan en casi todos los tipos

de vegetacion, naturales o inducidos, ubicados entre los 800 y 2500 m de altitud.
Phyllophaga tumulosa

Son “gallinas ciegas” poco robustas, de color blanco cremoso, la longitud del cuerpo es
de 2.7 £ 3 mm, el color de la cabeza es café-amarillenta. Esta especie se caracteriza por

mantener el cuerpo enroscado, en forma de “C”.



Las descripciones morfologicas de las “gallinas ciegas” se realizaron con sus terceros

estadios, cuando las larvas han alcanzado el mayor desarrollo.
2.2.5 Habitos alimenticios

Mordn y colaboradores (1997) proponen tres categorias de clasificacion sobre los habitos
alimenticios de las “gallinas ciegas”: rizofagas estrictas, unicamente se alimentan de
raices; rizéfagas facultativas, en ausencia de materia organica se alimentan de raices; y

sapréfagas, solamente ingieren materia organica.

En la region Altos Tsotsil-Tseltal, las especies Phyllophaga ravida, P. obsoleta, P.
testaceipennis, P. tenuipilis y P. menetriesi se consideran rizofagas estrictas, la especie
P. tumulosa rizoéfaga facultativa. Las especies del género Paranomala pueden ser

rizofagas facultativas o sapréfagas (Castro et al. 2004).

2.2.6 Ciclo de vida

El ciclo de vida de los meloldntidos puede ser anual, bianual y bienal segun la especie y
su modelo ambiental. En México, el ciclo de vida anual es el mas comun en el complejo
“gallina ciega” (Moron et al. 2010). En la region Altos Tsotsil-Tseltal la mayoria de las
“gallinas ciegas” tienen un ciclo de vida anual, el cual esta estrechamente relacionado

con la fenologia del maiz.

Los adultos emergen del suelo en marzo-abril al caer las primeras lluvias y buscan sus
hospederos para alimentarse. Después de la copula, las hembras ovipositan grupos de
huevecillos con arvenses o pastos, nunca en suelos desnudos, en profundidades entre
10y 20 cm.

A finales del mes de mayo e inicios de junio se observan los primeros estadios larvales
(L1), los cuales se alimentan de materia organica. En junio-julio se pueden ver los
segundos estadios (L2) cerca de las raices de las plantas de maiz. De agosto a diciembre
se ven las larvas de tercer estadio (L3), las cuales son mas moviles y voraces, a estas se
les atribuyen las pérdidas agricolas debido a la caida de las plantas de maiz por su débil

sistema radical. En el mes de octubre las L3 reducen su alimentacion y movilidad, y se



entierran a profundidades entre 25 y 30 cm para pupar. Los adultos en el suelo se

observan de febrero a mayo.

2.3 El Manejo Integrado de Plagas (MIP)

El MIP consiste en seleccionar y usar, solas o integradas, tacticas de control bioldgico,
cultural, fisico-mecanico, legal (medidas cuarentenarias que disminuyen el riesgo de
entrada de plagas a zonas libres) y, como ultima opcion, los agroquimicos; basadas en
el contexto socioecondmico de los sistemas agricolas, el ambiente asociado y la dinamica
de poblacién de las plagas (Kogan 1998; Murguido y Elizondo 2007; Barrera et al. 2012,
Barzman et al. 2015).

2.3.1 Control biolégico como parte del MIP

El control bioldgico es una tactica que puede ser ecolégicamente segura para el combate
de plagas agricolas. Este se define como el uso de organismos vivos para suprimir o
regular la densidad de poblacién o el impacto de una plaga (Eilenberg et al. 2001). Por
tanto, requiere del conocimiento preciso sobre la biologia-ecologia de los insectos plaga,
asi como de las especies que se usaran para reducir sus poblaciones; la evaluacion de
los enemigos naturales nativos de las plagas es un aspecto esencial en el quehacer del

control biolégico (Van Driesche et al. 2007).

El control bioldgico de plagas ha contribuido al progreso de la agricultura de México y de
muchos paises. Actualmente, los productores y la sociedad estan mas informados vy
conscientes sobre los impactos negativos que representan las aplicaciones de
agroquimicos para el control de plagas agricolas, y piden estrategias de manejo que no

pongan en riesgo el ambiente ni la salud humana (Arredondo y Rodriguez 2008).

El uso de microorganismos en programas de control biolégico de plagas ha cobrado
mucha importancia a nivel global durante los ultimos afios (Van Driesche et al. 2007). En
este sentido, las bacterias, virus, hongos y nematodos han recibido mayor atencion por
parte de la comunidad cientifica, debido a que estos agentes de control se perfilan como

una alternativa ecolégica viable ante la contaminacion ambiental y el desarrollo de la



resistencia de las plagas por las aplicaciones indiscriminadas de agroquimicos (Ibarra et
al. 2006).

En Nueva Zelanda se logré regular las poblaciones de la plaga subterranea de los
pastizales Costelytra zealandica (Coleoptera: Scarabaeidae) mediante aplicaciones de la
bacteria entomopatdgena nativa Serratia entomophila (Jackson 2003). A partir de
entonces, esa bacteria se ha evaluado en México sobre larvas de escarabajos. No

obstante se requiere de mayor investigacién para conocer su accién en plagas del suelo.

2.3.2 Enemigos naturales de la “gallina ciega”

Al muestrear los enemigos naturales de las lavas de “gallina ciega” en las parcelas
agricolas de los Altos de Chiapas, se han registrado dos ectoparasitoides del género
Tiphia (Hymenoptera: Tiphiidae), un endoparasitoide (Diptera) y el hongo Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hyphomycetes) (Castro-Ramirez y Ramirez-Salinas 2001,
Gomez et al. 2000).

2.3.2.1 Hongos entomopatégenos (HEP)

En México, los microorganismos que han destacado para el control de “gallina ciega” son
los HEP, los cuales estan de manera natural en el ambiente y son comunes en residuos
de cultivos, plantas y suelo. Los HEP se encuentran activamente en muchos organismos
y tienen la ventaja de infectar al hospedero por contacto y adhesion de sus estructuras
reproductivas al exoesqueleto de los insectos, por lo que no es necesaria su ingestion
(Hajek and St. Leger 1994; Pucheta et al. 2006). Se conocen muchos tipos de HEP, sin
embargo las especies Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana son las mas

estudiadas contra “gallina ciega” (Flores et al. 2002; Najera et al. 2006).

2.3.2.2 Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

El hongo B. Bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae) habita el suelo de manera natural,
esta distribuido en areas templadas y tropicales, se considera un patdégeno de insectos
del suelo, sin embargo, es posible encontrarlo en la superficie de las hojas y en las raices

de las plantas (Zimmermann 2007).
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2.3.2.3 Modo de accion

La infeccion inicia cuando el conidio se adhiere al exoesqueleto del insecto y emite uno
o varios tubos germinativos que, a través de procesos enzimaticos, penetran la cuticula.
Una vez dentro del cuerpo, prolifera en el hemocele y 6rganos internos provocando la
muerte del insecto, finalmente el hongo emerge para comenzar la formacién de conidios
(Pucheta et al. 2006).

2.3.2.4 Sintomas de la enfermedad

Al inicio de la enfermedad, sobre el cuerpo de los estados inmaduros de los insectos se
pueden observar manchas o puntos necréticos de color pardo oscuro o negro, que estan
asociados al lugar por donde ha penetrado el hongo. Posteriormente el insecto pierde
movilidad y deja de alimentarse. En la infeccion causada por B. bassiana es frecuente
observar que las larvas cambian de color a tonalidades rosadas, y cuando el insecto
muere se cubre con micelio blanco. Finalmente el insecto se momifica sin cambios en su

tamano y forma, no tienen mal olor (Hernandez-Velazquez et al. 2010).

2.3.2.5 Patogenicidad y agresividad

Por su parte, la patogenicidad es la capacidad de iniciar y desarrollar una enfermedad,
mientras que la agresividad se refiere al grado o intensidad con la que se produce sobre
un grupo o especie (Shapiro et al. 2005). En los HEP, ambos aspectos determinan la
efectividad controladora de plagas (Monzon 2001). Las cepas de B. bassiana mas
agresivas son aquellas que matan a su hospedero en menor tiempo, al cual se le
denomina Tiempo Letal Medio (TLso) (De la Rosa et al. 2002).

En bioensayos se usa el método “prueba maxima” que consiste en inocular directamente
sobre el organismo el in6culo de hongo para estimar su patogenicidad y agresividad
(TLso). En larvas de “gallina ciega” el in6culo de hongo se coloca en el suelo como
sustrato, simulando como se aplicaria el hongo en campo. Sin embargo, se necesita
corroborar una “prueba maxima’ que estrese menos a las larvas, por su cualidad

subterranea.
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2.3.2.6 Estudios de B. bassiana contra plagas

Varios estudios demuestran que al seleccionar y aislar cepas nativas de B. bassiana y
aplicarlas de manera experimental sobre insectos que se consideran plagas agricolas,

pueden ocasionar mayor patogenicidad y mortalidad en periodos cortos.

Aislamientos de hongos entomopatdégenos del occidente de México realizados por
Najera-Rincon et al. (2005), determinaron una regular virulencia del aislado Bb50 que
registré 49 % de mortalidad en larvas de tercer estadio de Phyllophaga crinita a los 30

dias después de la infecciéon con hongos entomopatdgenos (2x108 con/g).

De Oliveira et al. (2011) aislaron y evaluaron la patogenicidad de diferentes cepas de B.
bassiana aislados de hemipteros y coledpteros, los bioensayos se realizaron con larvas
y adultos de Alphitobius diaperinus a una concentracion fungica de 1x10° conidias/ml,
durante un periodo de diez dias, ocasionando una mortalidad de 33 al 93 % para larvas,
y entre 5y 90 % para adultos. El aislado mas virulento fue Unioeste-04, con mortalidad
de 92 y 90 % para larvas y adultos, respectivamente. Otros trabajos similares reportaron
Rohde et al. (2006) al aislar Unioeste-04, ademas de causar una alta mortalidad
confirmada tanto para larvas como para adultos de A. diaperinus con mortalidad de 100

y 96.5 %, respectivamente a la concentracion mas alta.

Keskin y colaboradores (2019), determinaron que los aislamientos de B. bassiana y
Metarhizium anisopliae obtenidos de bosques y campos agricolas, son eficaces para el
control de larvas de Tenebrio molitor, cepas de B. bassiana YK14, M. anisopliae YK38 e
YK45 causaron un 100% de mortalidad contra la plaga después 7 dias de aplicacion,
demostrando que los aislamientos nativos son eficaces para el control de insectos plaga

que habitan en el suelo.
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[I. Justificaciéon

Debido a su habitat subterraneo, la plaga agricola “gallina ciega” (Coleoptera:
Melolonthidae) es infectada de manera natural por microorganismos propios del suelo
como bacterias, nematodos y hongos. Entre los hongos entomopatdégenos que habitan el
suelo, destaca la especie Beauveria bassiana como el enemigo natural con mayor
potencial para el control biolégico de la plaga. Por tanto, se propone como alternativa
ecologicamente viable para disminuir los impactos negativos generados por el uso
indiscriminado de agroquimicos, y contribuir al cuidado del ambiente y al bienestar de los

productores.

En la regidon Altos Tsotsil-Tseltal de Chiapas se han evaluado cepas de B. bassiana,
nativas de la misma regioén, sobre larvas de “gallina ciega” en condiciones de laboratorio,
invernadero y semicampo, con resultados promisorios. Sin embargo, no se ha evaluado
la efectividad de las cepas de B. bassiana provenientes de otros lugares, asi como

tampoco de las formulaciones de productos comerciales.

En esta investigacién se propuso aportar conocimiento acerca de la patogenicidad
(capacidad para producir y desarrollar una enfermedad) y la agresividad (Tiempo Letal
Medio, TLso) de dos cepas de B. bassiana nativas de la regién Altos Tsotsil-Tseltal, una
de Brasil (Bb15) y una comercial (BeaTron®), sobre el segundo estadio larval de tres
especies rizofagas de “gallina ciega” en condiciones de laboratorio. Las cepas del hongo
se evaluaron contra las larvas de segundo estadio debido a que presentan baja
mortalidad natural en comparacion con las de primer estadio cuando son criadas en
laboratorio, 1o que permite aumentar la confiabilidad de la patogenicidad del hongo.
Resultados que ayudaran a comprender la importancia de los hongos entomopatégenos
nativos y los que provienen de otros ambientes para el manejo de la plaga “gallina ciega”
en la region Altos Tsotsil-Tseltal de Chiapas. Con énfasis en senalar si las cepas

comerciales resultan las mas ventajosas.
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IV. Pregunta de investigacion

¢La patogenicidad y el Tiempo Letal Medio (TLso) de las cepas nativas de Beauveria
bassiana de la region Altos Tsotsil-Tseltal seran mas eficaces que la de Brasil (Bb15) y
que la comercial BeaTron® para la regulacion de larvas rizéfagas de “gallina ciega”

(Coleoptera: Melolonthidae)?

V. Hipétesis

Si la efectividad de una cepa de hongo entomopatdgeno se mide por su patogenicidad y
TLso, la cepa comercial BeaTron® ofrece serlo, entonces la mas eficiente para la
regulacién de larvas de “gallina ciega” superara en patogenicidad y TLso a las demas

cepas.

V1. Objetivo

Evaluar la patogenicidad y el Tiempo Letal Medio (TLso) de dos cepas nativas de
Beauveria bassiana de la region Altos Tsotsil-Tseltal, una cepa Brasilefia (Bb15) y una
comercial (BeaTron®) sobre el segundo estadio larval de Phyllophaga ravida,
Phyllophaga obsoleta y Phyllophaga tumulosa de la regién Altos Tsotsil-Tseltal de
Chiapas.
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VII. Métodos
La investigacion se realizé en el laboratorio de Bioensayos de El Colegio de la Frontera
Sur, ubicado en el municipio de San Cristébal de Las Casas, Chiapas, Méxicoa 2,135 m

de altura, bajo condiciones de 21.2 + 1 °Cy 5§9.1 £ 6 % de humedad relativa.

7.1 Procedencia de las larvas de “gallina ciega”

Adultos de “gallina ciega” se recolectaron manualmente al inicio de la temporada de
lluvias (abril de 2018) entre las 19:30 y 21:30 h en sitios cercanos a las parcelas agricolas
y alumbrado publico de los municipios Amatenango del Valle y Teopisca, de la regién
Altos Tsolsil-Tseltal de Chiapas. Para ello, se utilizaron botes de plastico boca ancha de
2 kg de capacidad con 1.2 kg de suelo humedo desinfectado por solarizacién (Katan
1981), etiquetas, lampara de mano, ligas y tela de organza para cubrir los botes y evitar

que los escarabajos se escaparan.

Los adultos recolectados se trasladaron al laboratorio, se identificaron las especies con
base en su morfologia (longitud del cuerpo, color de élitros y abdomen, forma y largo de
antenas, disposicion de sedas) y se les determiné el sexo; para el género Phyllophaga
los machos tienen una concavidad en la parte ventral del abdomen y antenas mas
grandes, en las hembras la parte ventral del abdomen es lisa (Moron 1986). Se
recolectaron 824 hembras y 263 machos de P. ravida, 548 hembras y 390 machos de P.
obsoleta, 419 hembras y 173 machos de P. tumulosa, 210 hembras y 211 machos de P.
testaceipennis, 490 hembras y 364 machos de P. tenuipilis, 65 hembras y 122 machos

de P. menetriesi.

Para obtener oviposiciones por especie, 25 + 5 hembras con su proporcion respectiva de
machos se colocaron en botes de plastico boca ancha de 2 kg de capacidad con 1.2 kg
de suelo humedo desinfectado por solarizacion y se cubrieron con tela de organza; P.
menetriesi se puso en proporcion 1:1. Los adultos se alimentaron con hojas frescas de
su hospedero cada tres dias hasta que murieron; P. ravida con Quercus crispipilis
(Fagales: Fagaceae), P. tumulosa con Phaseolus coccineus (Fabales: Fabaceae), P.
obsoleta, P. tenuipilis, P. menetriesi y P. testaceipennis con Alnus acuminata (Fagales:

Betulaceae) (Aragon et al. 2005). A cada recipiente se le agregaron 10-15 ml de agua
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una vez por semana para mantener la humedad del suelo. Los adultos se retiraron de los

recipientes cuando murieron.

Para estimar la oviposicion, numero de larvas L1 y L2 por especie, se conté el numero
de ejemplares de cinco botes, y se calcularon sus proporciones (Vazquez-Lopez et al.
2010). Las especies P. ravida, P. obsoleta y P. tumulosa tuvieron oviposiciones, L1y L2

superiores a P. testaceipennis, P. tenuipilis y P. menetriesi (Tabla 1).

Tabla 1. Proporciones de huevos, larvas de primer estadio (L1) y larvas de segundo

estadio (L2) de cada una de las especies de “gallina ciega” en cautiverio.

Especie oviposicion L1 L2
P. ravida 9563 6123 4930
P. obsoleta 2098 1652 1083
P. tumulosa 1398 1144 847
P. testaceipennis 299 204 170
P. tenuipilis 448 300 208
P. menetriesi 20 15 11

Las larvas de primer estadio (L1) se conservaron en los recipientes de oviposicién con
suelo humedo, se les proporcionaron trozos de zanahoria fresca como alimento cada
semana, eliminando la zanahoria anterior. Se esper6é a que se llegara al numero
apropiado de larvas de segundo estadio (L2) para contar con el numero suficiente para

las repeticiones del bioensayo.

Los numeros adecuados de L2 para el bioensayo se obtuvieron de las especies rizofagas
P. ravida, P. obsoleta y |a rizofaga facultativa P. tumulosa, a finales de junio de 2018. En
las especies P. tenuipilis, P. menetriesi'y P. testaceipennis las oviposiciones fueron bajas,
lo que impidié su evaluacion en este trabajo. Para el bioensayo se utilizaron larvas de
segundo estadio debido a que presentan mortalidad natural baja (8 %) en comparacioén
con la de primer estadio (26.6 %) cuando son criadas en laboratorio (Vazquez-Lopez et
al. 2010).
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7.2 Obtencidn de las cepas de Beauveria bassiana

Las dos cepas nativas se aislaron de larvas de tercer estadio (L3) de la especie rizéfaga
P. obsoleta infectadas en una milpa del municipio de Chanal, Chiapas. Para obtener
larvas infectadas con el hongo, en octubre de 2017, 350 larvas de “gallina ciega” se
recolectaron de las raices de las plantas de maiz siguiendo la técnica de Berlanga et al.
2016). Cada larva se colocé individualmente en un recipiente de plastico con tapa
(perforada) con 40 g de suelo de la misma parcela. Se trasladaron al laboratorio para su
identificacion y se mantuvo en observacién hasta la presencia de conidias del hongo. Se
les mantuvo con alimento (trozos de zanahoria fresca) y humedad suficiente del suelo.
Las larvas colectadas fueron de las especies rizéfagas P. obsoleta y P. ravida en
proporciones de 97 y 3 %, respectivamente. Sin embargo, el hongo B. bassiana se
presentd unicamente en la primera especie con 2.8 % de larvas infectadas. Después, se
seleccionaron los ejemplares que presentaron mejor desarrollo morfolégico y abundante
esporulacién para aislar el hongo. Cada aislamiento se sembré en tres tubos de ensayo
inclinados con medio solido de Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) el 21 de febrero de 2018

y se almacenaron a 4 °C el 21 de marzo de 2018.

La cepa Brasilefia (Bb15) se obtuvo de la coleccion de hongos entomopatégenos del
laboratorio de Control Bioldgico de Ecosur-Tapachula; la cual se aislé de Chalcodermus
aeneus (Coleoptera: Curculionidae) y fue traida a México a principios de 1990 y se
conservo en Silica gel a 4 °C. También esta cepa se resembroé en tres tubos de ensaye
inclinados con ADS el 21 de febrero de 2018, y se almacenaron a 4 °C el 21 de marzo de
2018.

El producto comercial BeaTron® WP (i.a. cepa Abn Bb102, 1.2x10'2 conidios por dosis
de 240 g) se obtuvo en Alternagro S.A. de C.V., Texcoco, Estado de México. Dicha cepa
fue desarrollada y formulada por la empresa Plant Health Care, PHC® vy tiene certificado
organico del Instituto de Revision de Productos Organicos (OMRI, por sus siglas en

inglés).
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7.3 Reproduccioén de las cepas
Un mes antes de los bioensayos, las cepas nativas y la de Brasil mantenidas en
refrigeraciéon a 4 °C, se reprodujeron en arroz como sustrato para obtener suficiente

cantidad del hongo para el bioensayo.

7.4 Concentracion y viabilidad (porcentajes de germinacion) de conidios

Las concentraciones de conidios de las cepas se estimaron en la camara de Neubauer
un dia antes de la inoculacién. De cada cepa se pesaron 10 g de arroz con el hongo, se
colocaron en un matraz de 250 ml, se agregaron 100 ml de agua destilada y tres gotas
de dispersante Folex 20 al 0.1 % (Grupo Ibarquim S.A de C.V., Edo de México, México).
La mezcla se agitd con agitadores magnéticos por 10 min y con una pipeta Pasteur se
coloco la muestra para contar los conidios. Bajo la misma técnica (10 g de BeaTron®),
se traté de obtener la concentracion de la cepa comercial pero fue imposible, por lo que

se opté por utilizar la concentracién recomendada en la etiqueta (1.28x10'2 conidios/240

g9)-

La viabilidad (porcentajes de germinacion) de cada cepa se obtuvo a las 24 y 48 h
utilizando la metodologia empleada por Goettel e Inglis (1997). En la cepa comercial, la
viabilidad se estim6 por el desarrollo de micelio debido a que no se observaron los
conidios pero la superficie del medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) se cubrio
con micelio a las 24 h. Los porcentajes de viabilidad obtenidos se presentan en la Tabla
2.

Tabla 2. Concentracion y viabilidad de las cepas usadas en el bioensayo.

Cepa Clave Viabilidad (%) Concentracion
24h 48h (conidias/ml)
nativa 1 1LPo 99.1 100 9.1x107
nativa 2 5LPo 95.2 100 5.7x107
Brasil Bb15 77.8 100 1.5x108
Comercial* BeaTron® 95.0 100 5.3x108

* Viabilidad estimada por el desarrollo de micelio y concentracién de conidios tomada de la etiqueta
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7.5 Inoculacion de las larvas
Las cepas usadas en este bioensayo se evaluaron a una concentracion de 1x108
conidios/ml. Para cada cepa, 150 ml de solucion del hongo se prepararon bajo la misma

técnica empleada en la concentracion de conidios.

Se utilizaron grupos de 25 larvas que pasaron a segundo estadio (L2) de P. ravida, P.
obsoleta y P. tumulosa por cada cepa de B. bassiana. Cada larva se colocd
individualmente (tres dias antes de la inoculacién) en recipientes de plastico con tapa
(con cuatro perforaciones de 3 mm de diametro en su centro, dispuestas en forma de
cuadrilatero de 2 cm por lado), con 40 g de suelo estéril (primero por solarizacién y luego
en autoclave a 120 °C por 16 min), enseguida se agregaron 5 ml de la solucién del hongo
en el suelo (simulando su aplicacion en campo). El suelo estéril registré pH de 7.4 y
textura franco arenosa. Los testigos consistieron de 5 ml de agua destilada estéril mas
Folex 20 al 1 %. Después de la inoculacién las especies larvales de “gallina ciega” se

agruparon por tratamiento.

7.6 Observaciones

Las observaciones se realizaron dos veces por semana durante un mes (julio 2018), las
variables que se registraron fueron larvas vivas o muertas por el hongo (micosadas,
sintomas propios de la enfermedad como puntos necréticos o coloracion rosada del
cuerpo de las larvas) o muertas por otra causa. A las larvas que seguian vivas durante
las observaciones, se les proporcioné 2 g de zanahoria fresca desinfectada como
alimento, el cual se cambi6 en cada revision, y para mantener la humedad se agregaron

2 ml de agua estéril a cada recipiente una vez por semana.

Las larvas muertas se colocaron encima del suelo para promover el crecimiento de

micelio y con ello confirmar que murieron por efecto del hongo.

7.7 Analisis estadistico.

Para determinar la patogenicidad de las cepas de B. bassiana contra larvas de segundo
estadio de “gallina ciega”, se usaron los datos de sobrevivencia de larvas. Para estimar
las curvas o funciones de supervivencia se us6 el método Kaplan-Meier y para calcular
el Tiempo Letal Medio (TLso) se uso el percentil 0.5 (Statistical Package for the Social

Sciences, SPSS 21.0). Los datos de mortalidad se corrigieron mediante la formula Abbott
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(1925) y para obtener las diferencias entre los tratamientos mas patogénicos de cada

especie de “gallina ciega” se uso la prueba Kruskal-Wallis (Past 2.17c, Hammer).
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VIIl. Resultados

Las cepas difirieron en su patogenicidad sobre la especie P. ravida (Figura 1). La
mortalidad de la cepa comercial y la Bb15 fueron de 4 %, en tanto que para las cepas
nativa 1 y nativa 2 fueron de 80 y 64 %, respectivamente. En el testigo la mortalidad por

causas ajenas al hongo fue de 4 %.
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Figura 1. Mortalidad de larvas de la especie P. ravida tratadas con cepas de B. bassiana,
a la concentracion de 1x108 conidias/ml, en un mes de observacién en laboratorio a 21.2
+1°Cy59.1+6 % de humedad relativa.

No hubo diferencia significativa (Kruskal-Wallis, F=0.906, P>0.05) entre las cepas nativa
1 y nativa 2 respecto a larvas micosadas de P. ravida. Sin embargo, la cepa nativa 1
provoco mayor mortalidad en larvas entre los 9 y 16 dias, mientras que la cepa nativa 2

entre los 13 y 21 dias.

En la especie P. obsoleta las cepas de B. bassiana variaron en su patogenicidad (Figura
2). La mortalidad de la cepa comercial fue nula, en tanto que para las cepas Brasil, nativa
1 y nativa 2 fueron de 8, 60 y 52 %, respectivamente. El testigo presentd 20 % de
mortalidad por causas ajenas a B. bassiana. Para esta especie no se encontro diferencia
significativa (Kruskal-Wallis, F=0.511, P>0.05) entre las cepas nativa 1 y nativa 2. Ambas

cepas provocaron la mayor mortalidad de larvas entre los 16 y 25 dias.
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Figura 2. Mortalidad de larvas de la especie P. obsoleta tratadas con cepas de B.
bassiana, a la concentracion de 1x108 conidias/ml, por un mes de observacion en
laboratorio a21.2 £ 1 °C y 59.1 £ 6 % de humedad relativa.

En la especie P. tumulosa la mortalidad de las cepas nativa 1 y comercial fue nula,
mientras que para la nativa 2 y la Bb15 fueron de 12 y 8 %, respectivamente. El testigo

presentd 12 % de mortalidad por causas distintas a B. bassiana.

Las larvas de P. ravida tratadas con las cepas Bb15 y comercial registraron una

sobrevivencia alta (las medianas fueron de 0.76 y 0.84, respectivamente) (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de sobrevivencia (Kaplan-Meier) de larvas de la especie P. ravida a la
concentracion de 1x108 conidias/ml, en un mes de observacion en laboratorio a 21.2 + 1
°C y 59.1 £ 6 % de humedad relativa.
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Las larvas de P. obsoleta tratadas con las cepas comercial y Bb15 registraron una

sobrevivencia alta (las medianas fueron de 0.88 y 0.76, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de sobrevivencia (Kaplan-Meier) de larvas de la especie P. obsoleta a
la concentracion de 1x108 conidias/ml, en un mes de observacion en laboratorio a 21.2 +
1°Cy59.1 £6 % de humedad relativa.

Las larvas de P. tumulosa tratadas con las cepas nativa 1, nativa 2, Bb15 y la comercial
presentaron sobrevivencias altas (las medianas fueron de 0.96, 0.92, 0.84 y 0.96,

respectivamente) (Figura 5).
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Figura 5. Curvas de sobrevivencia (Kaplan-Meier) de larvas de la especie P. tumulosa a
la concentracion de 1x108 conidias/ml, en un mes de observacion en laboratorio a 21.2 +
1°Cy59.1 £ 6 % de humedad relativa.
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El Tiempo Letal Medio (TLso) para larvas de P. ravida infectadas con B. bassiana fue de
13.5y 21 dias para las cepas nativa 1 y nativa 2, respectivamente; de las cepas Bb15 y
comercial no se obtuvo el 50 % de mortalidad. Para la especie P. obsoleta se obtuvieron
los TLso de las cepas nativa 1 y nativa 2, los cuales fueron 21 y 25 dias, respectivamente;

de las demas cepas no se obtuvieron mortalidades superiores a 50 %.

En la especie P. tumulosa no se obtuvo el TLso para ninguna de las cepas, por no haber

provocado mas del 50 % de mortalidad.
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IX. Discusion

Los resultados muestran que las cepas nativa 1 y nativa 2 del hongo Beauveria bassiana
causd una mayor mortalidad sobre larvas L2 de P. ravida, 80 y 64 % respectivamente,
presentando la misma tendencia sobre larvas L2 de P. obsoleta, con 60 y 52 % de
mortalidad. La cepa Bb15 procedente de Brasil y el producto comercial no superaron el 8
% de mortalidad. Estos resultados nos muestran la importancia que presenta la seleccion
de cepas nativas, ya que las cepas 1y 2 provienen de terrenos agricolas de la region
Altos Tsotsil-Tseltal de Chiapas y fueron aisladas de la especie P. obsoleta, por lo que
estan adaptadas al ambiente de la region montafiosa de Chiapas y han tenido mayor
interaccion con larvas de “gallina ciega” de la region. La habilidad de estas cepas nativas
para producir micosis en larvas rizofagas de “gallina ciega” demuestra su potencial para

causar epizootias.

Diversos estudios demuestran que los hongos entomopatégenos nativos, aislados del
suelo o de insectos hospederos ejercen mayor mortalidad en plagas bajo el mismo habitat
(Najera-Rincoén et al. 2005; Polanco-Mendoza et al. 2010; Vazquez-Martinez et al. 2014).
La experiencia con el hongo Metarhizium anisopliae en Phyllophaga spp., ha mostrado
que los aislamientos mas virulentos provienen de zonas infestadas con la plaga, aunque
no necesariamente de la misma especie (Shanon et al. 1993). Por otro lado hay que tener
en cuenta que el uso de microorganismos que coexisten de manera natural con las plagas
se perfila como una practica promisoria para su control por su capacidad para causar
enfermedades cronicas y muerte, tanto a los estadios larvales como a los adultos de
Phyllophaga spp., adaptados a los mismos habitats en que se desarrolla la plaga

manteniendo las poblaciones a un nivel bajo (Hidalgo 2001).

La persistencia del patégeno depende de su habilidad para sobrevivir en el ambiente
(Van Driesche et al. 2007). Por ello, los hongos entomopatdgenos nativos pueden ayudar
a mantener en equilibrio las poblaciones de plagas en el suelo; sin embargo, no se

descarta la persistencia de hongos entomopatdégenos provenientes de otros ambientes.

Por otro lado, las cepas nativa 1 y nativa 2 alcanzaron un Tiempo Letal Medio (TLso) de
13.5 y 21 dias sobre P. ravida mientras las cepas Bb15 y comercial mostraron una
supervivencia alta. En P. obsoleta el Tiempo Letal Medio (TLsp) ocasionadas por las
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cepas nativa 1 y nativa 2 fue de 21 y 25 dias, mientras los demas tratamientos alcanzaron
una alta sobrevivencia de larvas. Velazquez-Lopez et al. (2006) evaluando cepas nativas
de B. bassiana sobre “gallinas ciegas”, mencionan que las cepas nativas presentaron
mayor eficacia al matar en su mayoria en los primeros 15 dias a las larvas del tercer
estadio larval de las especies P. ravida y Anomala inconstans, tanto en camara humeda
como en suelo estéril. Por lo tanto las cepas nativas también pueden ocasionar una mayor
patogenicidad y alcanzar un TLsg en un menor tiempo, debido a que esta adaptado al

ambiente y al habitat del hospedero.

Trabajos realizados por Prado-Rebolledo et al. (2014), sefalan que al evaluar la
patogenicidad de cinco cepas mexicanas de B. bassiana contra adultos de la plaga de
las camas avicolas Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) bajo condiciones
de laboratorio, observaron que la cepa Bb174, aislada de Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae), obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad (87 %) a la
concentracion de 1x108 conidias/ml, a partir de los 6 dias post inoculacién. Asi mismo,
Santoro et al. (2008) reportaron la mortalidad de A. diaperinus, de 64.4 % y 67.2 % para

las cepa CG 71 y CG 152 de B. bassiana, respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las cepas nativas resultan prometedoras para el
control de las especies rizéfagas en Los Altos de Chiapas, teniendo en cuenta que en
esta region se han registrado densidades de P. obsoleta de 37.3 larvas/m? (Gomez et al.
2000) y de P. ravida de 12.3 larvas/m?2 (Méndez-Aguilar et al. 2003). También se debe
tener en cuenta el desarrollo larval de Phyllophaga y sus habitos alimenticios para
establecer estrategias de control de la plaga. En las cepas del hongo entomopatégeno B.
bassiana se deben considerar aspectos de pureza, viabilidad, concentracién de conidias,
su almacenamiento, asi como el cultivo y las practicas de manejo de los terrenos
agricolas donde se pretenda utilizar para favorecer su establecimiento y efectividad

contra las plagas (Monzén 2001; Montesinos et al. 2015).

El estado larval de la “gallina ciega” se divide en tres estadios: El primero (L1) dura de 20
a 60 dias, se alimentan de materia organica en descomposicién y de raices pequefias. El
segundo estadio (L2) dura de 30 a 60 dias. En esta etapa la larva incrementa sus
necesidades alimentarias para aumentar de 5 a 7 veces su biomasa y el dafio a las raices
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de las plantas comienza a notarse. El tercer estadio (L3) es |la fase mas extensa y voraz
del complejo, ya que puede durar de 4 a 8 meses en las zonas tropicales y de 7 a 14
meses en zonas templadas (Ramirez-Salinas et al. 1999; Ramirez-Salinas y Castro-
Ramirez 2000). De acuerdo a los resultados obtenidos, el Tiempo Letal Medio (TLsp) de
las cepas nativas en larvas L2 de P. ravida fue de 13.5-21 dias y para P. obsoleta de 21-
25 dias y la mortalidad fue en aumento conforme pasaron los dias, por lo tanto impide
que un gran numero de la especie logre sobrevivir y desarrollar a L3, la etapa mas voraz

y dafina en los cultivos.

Se esperaba que la cepa comercial tuviera mayor patogenicidad y mayor mortalidad en
Tiempo Letal Medio (TLso), debido a que es un producto con certificacién organica que
ha sido elaborado bajo estandares de calidad requeridos para su comercializacion
internacional. Sin embargo como se menciono6 anteriormente las cepas nativas tuvieron
mayor patogenicidad y virulencia (TLso) en plagas de la misma region, lo que concuerda
con Feng et al. (1994), ya que mencionan que en general las cepas de B. bassiana se
inclinan a mostrar gran virulencia sobre el hospedero original o especies estrechamente
relacionadas con los hospederos originales. Por ello, es necesario aislar cepas nativas
de la region agricola en la que se pretenden emplear, y evaluar su patogenicidad y TLso
para seleccionar las mas efectivas para el manejo de las especies rizofagas de la “gallina

ciega” (Zimmermann, 2007; Dunford y Kaufman, 2006).

Es posible que tanto el producto comercial como la cepa brasilefia sean eficaces con
otros hospederos o con hospederos del lugar de origen. Como ejemplo podemos
mencionar que la cepa brasilefia Bb15, aislada de Chalcodermus aeneus (Coleoptera:
Curculionidae), ha tenido comportamientos variables dependiendo del hospedero, ya que
cuando fue evaluada contra la chinche Pachycoris torridus, presenté un porcentaje de
mortalidad en adultos de 62.5 %, cercana a la de mayor patogenicidad (Chavez et al.
2016), mientras que cuando se evalu6 contra el picudo de la soya, Rhyssomatus
nigerrimus, estuvo entre las cinco mejores cepas, con un porcentaje de mortalidad de 94
% (Mejia-Ortiz et al. 2016), sin embargo, en el presente trabajo, la misma cepa presento

una mortalidad baja, no alcanzando el 50 % de mortalidad en larvas de “gallina ciega”.
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Se necesitan realizar mas estudios con las formulaciones de productos entomopatégenos
para encontrar aquellas idoneas para cada region de acuerdo a las condiciones
ambientales que se tengan y realizar pruebas de viabilidad, patogenicidad y virulencia
para determinadas plagas agricolas en relacion al habitat de origen. El uso comercial de
entomopatoégenos fungicos para controlar insectos generalmente se practica utilizando el
enfoque de control bioldgico por inundacién donde se crea un ambiente inundado con
altas concentraciones de propagulos de hongos infecciosos (Eilelberg et al. 2001). Los
productos comerciales de preparaciones conidiales de B. bassiana o M. anisopliae,
presumiblemente utilizan procesos de produccion de fermentacion de sustrato sélido
(Jaronski 1997). Sin embargo, existen condiciones ecoldgicas y ambientales en las que
el uso de conidias puede no ser la mejor opcidn para el control de insectos en entornos
agricolas o urbanos (Jackson et al., 2010). Las estrategias de produccién y formulacion
de potenciales micosecticidas deben considerar los requisitos y limitaciones ambientales

y ecologicos (Vega et al. 2009).

El control de plagas de insectos con hongos entomopatégenos fungicos requiere una
comprension basica significativa de las interacciones entre el insecto objetivo, el
entomopatogeno fungico y el medio ambiente, la comprension de las restricciones
bidticas y abidticas criticas para cada insecto plaga-ambiente en particular guiara la
seleccion y el desarrollo de estos agentes para la produccion de propagulos fungicos
eficaces y el desarrollo de formulaciones adaptadas para superar las limitaciones
ambientales especificas, o que conducira a la disponibilidad de bioinsecticidas confiables
basados en entomopatdgenos para el control de insectos en una amplia variedad de
habitats (Jackson et al. 2010). Comprender la ecologia de los hongos hipocreales en sus
habitats favoritos y sus relaciones con los hospedadores por encima y por debajo del
suelo seria un gran paso adelante para aprovechar su potencial (Bruck 2010; Cory y
Ericsson 2010). Es necesario seguir realizando evaluaciones en laboratorio y en campo
de los productos comerciales para determinar si pueden desarrollarse en determinados

ambientes que permitan su propagacién y control de insectos plaga.

Las cepas evaluadas no ocasionaron mortalidad severa en larvas de P. tumulosa. En

general, las larvas presentaron sobrevivencias altas en todos los tratamientos. Es
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probable que esta especie tenga resistencia a B. bassiana de manera natural. También
es probable que las cepas presenten una cierta especificidad del hospedero del cual
fueron aislados, debido a que las dos cepas de este trabajo fueron aisladas de P.
obsoleta. La patogenicidad sobre el hospedero depende de una relacion entre la habilidad
del hongo para penetrar la cuticula y la fortaleza del sistema inmunolégico del insecto
para prevenir el desarrollo del hongo (Hajek y St. Leger 1994). La especie P. tumulosa
es facultativa, por lo que se puede alimentar de materia organica del suelo, por ello, es
importante tener un buen manejo en los agroecosistemas, manteniendo una diversidad
de plantas o rastrojo que permitan la alimentacion de las especies facultativas sin que
ocasionen dafos al maiz-cultivo principal, ya que en su ausencia (monocultivos)
ocasionara severos danos al cultivo (Castro-Ramirez 2004) Esta especie se considera
plaga de menor importancia, no obstante, llega a producir dafio considerable cuando el
suelo es pobre en materia organica (Castro-Ramirez et al. 2004). Velazquez-Lopez et al.
(2006) demostraron que al aplicar los hongos entomopatdgenos B. bassiana y M.
anisopliae al suelo obtuvieron bajo porcentaje de mortalidad sobre larvas riz6fagas de
“gallina ciega” sin embargo el tratamiento con composta resulté una buena practica para
el manejo de las especies Phyllophaga ravida, P. obsoleta y P. tenuipilis, al presentar
altas mortalidades por hongos entomopatégenos, pero principalmente, por presentar un
buen desarrollo de las plantas, al compensar y contrarrestar el ataque y dafio ocasionado

por dichas plagas.

Para aplicar B. bassiana en campo, es necesario considerar la presencia de los primeros
estadios de las especies de Phyllophaga en las parcelas, tomando en cuenta las fechas
de emergencia de adultos (Polanco-Mendoza et al. 2010), y tener en cuenta la
temperatura y humedad para la aplicacion de los hongos entomopatégenos. Las
aplicaciones en campo deben hacerse por las mafnanas antes del alba o por las tardes
después del ocaso. La humedad, temperatura y radiacion solar afectan a las poblaciones

de insectos y la inestabilidad de los entomopatdgenos (Carruthers et al. 1991).

Durante el proceso de desarrollo del hongo sobre las larvas, se pudieron observar
manchas de color negro, asi como el cambio de color de la larva a rosado, hasta el

desarrollo total de B. bassiana tornandose de color blanco y de aspecto algodonoso en
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las larvas, las observaciones realizadas fueron a través del estereoscopio, lo que
concuerda con las etapas de infestacion mencionadas por algunos autores (Lecuona et
al. 1996; Hajek 1997; Tamayo 1998; Hidalgo 2001; Hesketh et al. 2009)

Las cepas nativas probadas en nuestro experimento podrian ser efectivas en campo y
propagarse en las poblaciones de “gallina ciega” pero hacen falta mas estudios que
confirmen su efectividad sobre plagas especificas, asi como los métodos de aplicacion
en campo y la evaluacion en organismos no objetivo. Se sabe que el comportamiento de
los insectos puede influir en el contacto y adhesion de las estructuras infectivas de los
hongos entomopatdgenos, ya que durante su metamorfosis, aumentan o disminuyen la
probabilidad de infeccién (Cory y Hoover 2006). La transmisién es un parametro clave
que determina la tasa de propagacién de hongos entomopatégenos dentro de las
poblaciones de huéspedes y, por lo tanto, el potencial de patégenos para su uso como
agente de control microbiano (Steinkraus 2006). La transmision horizontal entre
individuos de la misma especie (autodiseminacion) puede ocurrir a través del contacto
directo entre individuos contaminados y no contaminados o indirectamente a través de

conidios que se han depositado en el sustrato (Quesada-Moraga et al. 2008).

Actualmente B. bassiana sigue siendo una de las alternativas importantes para el control
de diversas plagas en cultivos organicos o de Manejo Integrado de Plagas. El hongo B.
bassiana tiene ventajas sobre los plaguicidas convencionales, pues persiste en la
poblacion de insectos que infecta, reduce su longevidad y ocasiona altas tasas de
mortalidad en larvas y adultos (Prado-Rebolledo et al. 2014). Por lo cual, promete ser uno
de los agentes mas eficaces y con menores consecuencias para las aves y el ambiente
cuando se usa en el control biolégico de artropodos; pues se propaga con facilidad, por
su capacidad para penetrar la cuticula en una amplia variedad de insectos (Da Silva et
al. 2006; Zimmermann 2007).

Las cepas nativas que resultaron ser eficaces en el control de P. ravida y P. obsoleta,
también presentaron un TLso en un corto periodo de tiempo. De acuerdo a nuestros
resultados, el hongo B. bassiana se podria aplicar en campo cuando las larvas estén en

L1 o L2, para esto se debe tener en cuenta la emergencia de los adultos en las primeras
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lluvias, para determinar el momento de aplicar los tratamientos, asi como las condiciones

ambientales.
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X. Conclusiones

Las cepas nativas 1 y 2 del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana fueron las mas
patogénicas para la especie Phyllophaga ravida con mortalidades de 80y 64 % y TLso de
13.5y 21 dias, respectivamente. También fueron las mas patogénicas para la especie P.
obsoleta con mortalidades de 60 y 52 % y TLso de 21 y 25 dias, respectivamente. Para la
especie P. tumulosa, ninguna de las cepas fueron patogénicas.

Las cepas nativas B. bassiana de la region Altos Tsotsil-Tseltal fueron mas patogénicas
y agresivas, que la cepa de Brasil y el producto comercial, sobre las larvas rizofagas P.

ravida y P. obsoleta.
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