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I. RESUMEN GENERAL

Los hongos entomopatdgenos son activos contra un amplio rango de hospederos y tienen un
alto potencial como agentes de control bioldgico. En el presente estudio, se evalud la actividad
de cuatro aislamientos nativos (Bb37, Bb38, Bb40 y Bb45) del hongo Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) y el producto comercial Mycotrol” (cepa
GHA) sobre adultos de la conchuela del frijol, Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera:
Coccinellidae), una de las plagas de mayor importancia econdémica del cultivo del frijol en
México. Los aislamientos nativos se obtuvieron de diferentes especies de insectos colectados
en cultivos de maiz en el estado de Guanajuato. Los insectos se expusieron mediante
inmersién a una sola concentracién de cada aislamiento (1 x 10° conidios viables/mL)
incluyendo a la cepa GHA. La mortalidad se evalu6 cada 24 h durante 10 d posteriores a la
inoculacion (dpi). Tres de los cuatro aislamientos (Bb37, Bb38 y Bb40) redujeron
significativamente la sobrevivencia (rango de 25 al 41 %) de los adultos de E. varivestis
comparado con la cepa comercial GHA (77 %) y el testigo (71 %) a los 10 dpi. En un segundo
experimento, se realizaron bioensayos para determinar la Concentracion Letal Media (CLso) y
el Tiempo Medio para Morir (TMM) de dos de los aislamientos mas activos (Bb37 y Bb40) en
larvas de tercer estadio y adultos de E. varivestis. Para el primer caso, se utiliz6 un rango de
cinco concentraciones para cada aislamiento (1 x 10°a 1 x 10° conidios viables/mL). El TMM
se determind con los datos de mortalidad obtenidos con la concentracion mas alta utilizada.
Los resultados mostraron que los valores de la CLsy y el TMM no difirieron significativamente
en ninguno de los estados de desarrollo de E. varivestis. También se realizaron bioensayos
independientes con los aislamientos Bb37 y Bb40, a una concentracion de 1 x 10° conidios
viables/mL, para comparar el TMM entre larvas de tercer estadio y adultos de E. varivestis.
En este caso, los valores del TMM fueron significativamente menores para las larvas (87 y
100 h) comparados con los adultos (130 y 134 h, para Bb37 y Bb40 respectivamente). Se
concluye que los aislamientos nativos de B. bassiana representan una importante alternativa
para el control de E. varivestis. Sin embargo, se necesitan realizar estudios detallados que

demuestren su efectividad en condiciones de campo.



II. SUMMARY

Entomopathogenic fungi are active against a broad host range and have been used as
biological control agent. Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales:
Clavicipitaceae) has been tested for the control of Mexican bean beetle, Epilachna varivestis
Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae), one of the most important pest for bean production in
Mexico. In this study, we compared the insecticidal activity of four B. bassiana native isolates
(Bb37, Bb38, Bb40, and Bb45) against the commercial product Mycotrol® (strain GHA) on E.
varivestis adults. Isolates were obtained from different species of insects collected in maize in
Guanajuato state. Adults were exposed by an immersion method at a single concentration of
each isolate (I x 10° conidia/mL) including the GHA strain. Mortality during 10 d after
inoculation (dai) at 24-h intervals, was evaluated. Isolates Bb37, Bb38, and Bb40 significantly
reduced adult survival (range from 25 to 41%) compared with the commercial strain GHA
(77%) and control (71%) at 10 dai. In a second experiment, bioassays were conducted to
determine Lethal Concentration (LCsyp) and Mean Time to Death (MTD) of the most active
isolates (Bb37 and Bb40) in third instar and adults. We used a range of five concentrations for
each isolate (1 x 10° - 1 x 10° conidia/mL). The MTD values were determined from mortality
data obtained with the highest concentration used. The results showed that the LCsy and MTD
did not differ significantly in any of the developmental stages of E. varivestis tested. An
independent experiment, to compare the MTD values between third instar and E. varivestis
adults, was conducted by using Bb37 and Bb40 at 1 x 10’ conidia/mL dose. Results showed
that MTD were significantly reduced against larvae (87 and 100 h) compared with adults (130
and 134 h, by Bb37 and Bb40, respectively). We concluded that native isolates of B. bassiana
represent an important alternative for the control of E. varivestis. However, to demonstrate its

effectiveness under field conditions, detailed studies are needed.



III. INTRODUCCION

El frijol es un cultivo estratégico dentro del desarrollo rural en México, ya que ocupa el
segundo lugar en cuanto a superficie sembrada y nimero de productores dedicados a su
cultivo (Acosta et al. 2000). Guanajuato se encuentra dentro de los primeros seis estados
productores de frijol; en 2008 se establecio una superficie de 96, 304 ha durante los ciclos de
temporal (junio — octubre) y de riego (febrero — junio). Debido a ello, se logré obtener una
produccion de 53,420 ton de grano y un rendimiento medio de 0.68 ton/ha (SIAP 2009). Entre
los tipos de frijol mas utilizados se encuentran los frijoles negros, flor de junio y flor de mayo,

ademas de algunos criollos de consumo local como rosa de castilla, entre otros.

La conchuela del frijol, Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae), es la
plaga de mayor importancia del cultivo del frijol en México (Guerrero et al. 1979). Los
estados mas afectados son Durango, Zacatecas, Chihuahua y Guanajuato, en donde el insecto
se puede alimentar de Phaseolus vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A.
Gray, P. angularis (Willd.) W. Wight, P. atropurpureus (Moc. & Sessé¢ ex DC.) Urban y
Vigna sinensis L., entre otras especies (Behle et al. 2006; Pena et al. 2006). Para el control de
la conchuela en frijol, los agricultores habitualmente realizan varias aplicaciones de
insecticidas  sintéticos, principalmente  organofosforados (Behle et al. 2006).
Desafortunadamente, el mal empleo de este recurso ha ocasionado varios problemas, tales
como la contaminacion ambiental y dafios a la salud publica. Ademas, existe la posibilidad de
que el insecto desarrolle resistencia a los insecticidas sintéticos. Debido a lo anterior, es
importante que se lleven a cabo estrategias mas adecuadas de control, bajo un contexto de

manejo integrado de plagas (MIP) (Lacey et al. 2001).

Los hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de infectar a una gran diversidad de
insectos, éstos se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes ecosistemas y representan
una alternativa importante para el control de plagas (Reinert et al. 1999; Faria y Wraight
2001). Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) es un hongo
que infecta a mas de 700 especies de insectos (Barbercheck y Kaya 1990), dentro de los cuales
se incluyen especies del 6rden Coleoptera (Feng et al. 1994, Bruck y Lewis 2001, Wraight y

Ramos 2001). Actualmente, en el estado de Guanajuato se realizan aplicaciones de B.
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bassiana para el control de diferentes plagas agricolas como la mosquita blanca, Trialeurodes
vaporariorum Westwood, el chapulin, Melanoplus differentialis Thomas, el pulgon saltador,
Bactericera cockerelli Sulc y la gallina ciega, Phyllophaga spp. (Anénimo 2008); sin
embargo, no se ha realizado una investigacion especifica sobre el potencial de B. bassiana
para el control de E. varivestis. Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue evaluar la
susceptibilidad de larvas y adultos de E. varivestis a B. bassiana en condiciones de

laboratorio.



IV. ANTECEDENTES

4. 1. La conchuela del frijol, E. varivestis

4. 1. 1. Importancia econémica

Epilachna varivestis es una especie originaria de la region tropical de América Central
(Sureste de México y Guatemala) (Biddle et al. 1992) y una de las plagas mas importantes del
frijol y la soya. En el norte de América, dicha especie esta establecida en los estados del este
(Idaho, Washintong, Colorado y California), centro-oeste (Dakota del Norte, Nebraska,
Michigan y Minnesota) y sur (Texas) de los Estados Unidos (Barrigossi et al. 2001a,
Economic Research Service USDA 2010). En México, los estados mas afectados son

Durango, Zacatecas, Chihuahua, San Luis Potosi y Guanajuato (Behle et al. 2006).

Las larvas y los adultos de E. varivestis se alimentan de las hojas del frijol durante todo
el ciclo fenoldgico del cultivo. Durante la etapa vegetativa, puede causar una disminucion
importante en el rendimiento cuando la defoliacion es superior a 80% (Schaafsma y Ablett
1994). Asimismo, el rendimiento resulta afectado cuando los niveles de defoliacién son
superiores al 20% en las etapas de floracion y llenado de vaina (Fan et al. 1993). En general,
las variaciones en la densidad de poblacion del insecto y su impacto en el rendimiento del
cultivo del frijol pueden ser causadas por diversos factores, tales como el area geografica, el
clima, la densidad de siembra, la variedad del cultivo, la etapa de desarrollo del cultivo y las
practicas del control de plagas (Nolting y Edwards 1989, Barrigossi et al. 2003). En algunas
areas de México, el mayor dafio econdmico ocurre entre los meses de julio a septiembre, lo
cual coincide con el desarrollo vegetativo, floracion y llenado de vaina del cultivo (McPherson
et al. 1996, Pinto et al. 2002, Barrigossi et al. 2003). En dicho periodo, se pueden observar los
picos maximos poblacionales de los estados mas voraces del insecto: las larvas de tercero y

cuarto estadio y los adultos (Guerrero et al. 1979, Barrigossi et al. 2001b, Pinto et al. 2002).



4.1.2. Biologia y habitos

La conchuela del frijol puede presentar una o dos generaciones por afo en las zonas
productoras de frijol del centro de México (Pinto et al. 2002). En algunas zonas de Estados
Unidos, se han observado hasta tres generaciones al afio en ¢l cultivo de la soya (Stevens et al.
1975). Los adultos hibernan en los campos de cultivo aledafios a las zonas de produccion de
frijol y en zonas montafiosas (Sanchez-Arroyo 2007). La temperatura y la lluvia juegan un
papel determinante en la ruptura o término de la etapa invernante. Bernhardt y Shepard (1978)
y Sanchez-Arroyo (2007) sefialaron que con el inicio de las lluvias los adultos invernantes se
establecen en las nuevas plantaciones de frijol y otros cultivos hospederos. Después del
periodo invernante, los adultos se alimentan durante un lapso de 8 a 13 dias para
posteriormente iniciar su periodo reproductivo y la oviposicion. Las hembras colocan de 500 a
600 huevecillos sobre el envés de las hojas, los cuales son puestos en grupos de 15 a 60 y cuya

eclosion ocurre en un periodo de 5 a 15 dias (Guerrero et al. 1979, Sanchez-Arroyo 2007).

La etapa larvaria presenta cuatro estadios y tiene una duracion de dos a cinco semanas.
Barrigossi et al. (2001a) observaron que las larvas recién emergidas se alimentan sobre la
misma hoja en la que se ubica el grupo de huevecillos de donde emergieron. Al igual que los
adultos, las larvas se alimentan en el envés de las hojas de frijol y usualmente es el lugar
donde se lleva a cabo la pupacion, misma que tiene una duracidon promedio de una a dos

semanas (Barrigossi et al. 2001a, Pinto et al. 2002).

Aunque algunos estudios han sefialado que la distribucién espacial del insecto en
campo no presenta un patréon determinado, se ha observado una mayor oviposicion en las areas
agricolas mas cercanas a los sitios de hibernacion (Barrigossi et al. 2001b). Shirai y Yara
(2001) observaron que la oviposicion puede inhibirse cuando en promedio la temperatura de
27.5 °C se prolonga por un periodo de cinco dias. Ademads, existe una alta tasa de mortalidad
de los huevecillos y los primeros dos estadios larvales debida principalmente a la
deshidratacion provocada por el factor temperatura (Barrigossi et al. 2001a). Otros de los
factores que influyen en la mortalidad del insecto estan relacionados a la capacidad de

alimentacion y movimiento del mismo. Al respecto, se ha observado que la mortalidad larvaria



disminuye en el tercer y cuarto estadio debido a su alta movilidad, lo cual les permite

colocarse en las zonas mas frescas de la planta (Barrigossi et al. 2001a).

4.2. Métodos de control de E. varivestis
4.2.1 Control quimico

En las ultimas siete décadas, el control de insectos plaga se ha basado mayoritariamente en el
uso de insecticidas sintéticos (Karam et al. 2004). Sin embargo, la tendencia actual en
investigacion de plaguicidas quimicos esta orientada al uso de nuevos ingredientes activos que
posean una mayor especificidad y respeto por la fauna benéfica o especies no blanco
(Dhaliwal et al. 2004). Desafortunadamente, en México estos nuevos productos no se utilizan
en cultivos basicos como el frijol, debido a que éstos se utilizan para el control de plagas en
cultivos mas redituables como es el caso de las hortalizas. Los insecticidas mas utilizados para
el control de la conchuela del frijol son el carbaril, paration metilico y malatién, aunque se
cuenta con 13 compuestos quimicos autorizados para el mismo fin y que en su mayoria
pertenecen al grupo de los organofosforados (Cuadro 1) (Kogan y Tumipseed 1987, Pinto et
al. 2004, Ibarra et al. 2006). A la fecha, no se han reportado casos de resistencia de E.
varivestis a los anteriores insecticidas, aunque no debe descartarse la posibilidad de la
adquisicion de dicho fendmeno, puesto que se han registrado casos de resistencia a varios
insecticidas en otras especies de coledptero plaga (Arthropod Pesticides Resistance Database

2010).

4.2.2. Control biologico

El término control bioldgico se refiere al uso y manipulacion de los enemigos naturales
(parasitoides, depredadores y patogenos) para reducir las densidades poblacionales de las

plagas a niveles que no superen el umbral econdmico y donde existe una interdependencia



entre las poblaciones del enemigo natural y las del fitofago (Van Driesche y Bellows 1996,

Badii et al. 2000).

Cuadro 1. Insecticidas quimicos registrados para el control de E. varivestis en México

(CICOPLAFEST 2009). http://mexicolegislation.com/CICOPLAFEST.htm

Modo de accidon Ingrediente activo Grupo Quimico

Sistémico Acefate Organofosforado
Azinf6s metilico Organofosforado
Carbarilo Carbamato
Deltametrina Piretroide
Endosulfan Organoclorado
Ethion Organofosforado
Fenvalerato Piretroide

Contacto e ingestion
Malation Organofosforado
Metidation Organofosforado
Metomilo Carbamato
Naled Organofosforado
Paration Metilico Organofosforado
Triclorfon Organofosforado

La utilizacion de los hongos entomopatégenos para el control de varias especies de
coledpteros plaga se ha realizado de manera exitosa. A nivel mundial, destaca el control de la
catarinita de la papa, Leptinotarsa decemlineata Say, gallina ciega, Melolontha melolontha L.,
broca del café, Hypothenemus hampei Ferrari, diabrotica Diabrotica spp, picudo de la fresa,
Anthonomus signatus Say y Otiorhynchus ovatus L., plagas de productos almacenados

Oryzaephilus surinamensis L., Tribolium castaneum Herbst. y de importancia forestal Agrilus
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planipennis Fairmaire, entre otras (Bruck y Lewis 2001, Keller et. al. 2003, Throne y Lord
2004, Akbar et al. 2005, Klinger et al. 2006, Liu y Bauer 2006, Lord 2007, Sabbahi et al.
2008). Cabe sefialar que también se han reportado efectos de los hongos entomopatdgenos
sobre algunas especies de insectos benéficos como las catarinitas Hippodamia convergens
Guérin-Méneville, Harmonia axyridis Pallas, Coccinella septempunctata L, Adalia bipunctata
L, Serangium parcesetosum Sicard, Olla v-nigrum Mulsant, Coleomegilla maculata De Geer y
Cycloneda munda Say (James y Lighthart 1994, James et al. 1998, Poprawski et al. 1998, Roy
et al. 2008, Cottrell y Shapiro-Ilan 2008).

En México, se han evaluado diversos organismos benéficos para el control de la
conchuela del frijol, entre los que destacan el parasitoide Pediobius foveolatus Crawford
(Hymenoptera: Eulophidae) (Garcia y Carrillo 2006), la bacteria Bacillus thuringiensis
Berliner (Tamez-Guerra et al. 1999) y los hongos entomopatogenos Paecilomyces
fumosoroseus (Wize) Brown & Smith y B. bassiana, mismos que han mostrado resultados
prometedores sobre el control del insecto (Garcia et al. 1999, Behle et al. 2006). Los hongos
mitosporicos como B. bassiana son activos contra un amplio rango de hospederos y tienen un
alto potencial como agentes de control biologico (Lacey et al. 2001). Por las anteriores
caracteristicas, cada vez existe mayor interés por el empleo de productos biologicos
contemplados como una alternativa dentro del Manejo Integrado de Plagas (MIP) en diferentes
cultivos y principalmente en sistemas de cultivos conocidos como ‘“‘agricultura organica”

(Tamez-Guerra et al. 2001).

4.3. Caracteristicas generales de los hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatogenos poseen una serie de atributos que sirven como fundamento para

su seleccion y utilizacion en el control bioldgico. Estos atributos son: 1) alta especificidad; 2)

alta virulencia, reconocida como la capacidad de producir enfermedad en términos de grado y

velocidad de invasion en el insecto; 3) eficiencia en la transmision, caracteristica importante

cuando se requiere que el patdgeno se establezca y colonice el habitat del insecto hospedero;

4) diseminacion, caracteristica que le permite al patdogeno distribuirse en el habitat del insecto
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hospedero; 5) inocuidad en el ambiente donde se aplican y 6) persistencia en el ambiente a
través de su sobrevivencia en el cuerpo de los insectos infectados o bien mediante estructuras
de resistencia (esporas) que desarrollen epizootias en la poblacion del insecto hospedero

(Lacey y Shapiro-Ilan 2003, Alatorre 2007).

De manera general, los hongos entomopatdgenos pueden invadir al insecto hospedero a
través de la cuticula, partes bucales, membranas intersegmentales y/o espiraculos, sitios en
donde se promueve la germinacion de las esporas y permite la penetracion de las hifas cuando
existe alta humedad. Se reconocen cinco etapas de desarrollo del hongo sobre el insecto: 1)
adhesion del indculo a la cuticula del insecto hospedero, 2) formacion del tubo germinativo, 3)
penetracion de la cuticula del hospedero, 4) crecimiento del patégeno dentro del hospedero y
5) reproduccién o produccion de conidioforos y conidios sobre el cadaver del insecto
hospedero (Nayaranan 2004, Alatorre 2007). Una vez que se ha logrado el anterior proceso,
existen diversos factores bidticos y abiodticos que influyen sobre la manifestacion epizodtica de

los entomopatdgenos sobre sus hospederos.

Los factores bidticos incluyen aquellos que son inherentes al insecto hospedero o
inherentes al hongo entomopatdgeno. Nayaranan (2004) sefiala que los factores inherentes al
insecto hospedero pueden clasificarse en dos grupos: 1) mecanismos de defensa no
especificos, los cuales incluyen aspectos morfoloégicos como la presencia de barreras
estructurales (cuticula) y barreras pasivas (membrana peritrofica) y 2) mecanismos de defensa
especificos, los cuales incluyen reacciones celulares o inmunolédgicas como la fagocitosis; la
nodulaciéon (agregacion de la hemolinfa); la encapsulacion, especialmente contra bacterias,
hongos, protozoarios y nematodos y las reacciones humorales que involucra la activacion de

proteinas con efecto antibacterial y antiflingico.

Algunos estudios en coccinélidos han demostrado la presencia de sustancias quimicas
de origen enddgeno (alcaloides) que son producidas por el insecto como un mecanismo de
defensa del ataque de los depredadores (Camarano et al. 2009). Attygalle et al. (1993 y 1994)
seflalan la presencia de los alcaloides epilachnina, epilachnadianina, neoepilachnina,

homoepilachnina y 9-propyl-10-azacyclododecan-12-olide secretados por E. varivestis con
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efecto disuasivo para hormigas, otros depredadores y parasitoides. Ningun estudio en
coccinélidos ha comprobado el efecto de los alcaloides secretados por este grupo de
coledpteros sobre entomopatdgenos como mecanismo de defensa; sin embargo, se sugiere que
la especie H. axydiris podria tener alguna accion defensiva por estos compuestos en la

hemolinfa (Roy et al. 2008).

Los factores bidticos inherentes al hongo entomopatdgeno incluyen la acciéon de
enzimas producidas durante la penetracion del hongo en la cuticula del insecto, tales como la
1-4-bquitobiosidasasproteasas (subtilisina Prl A y B), serin proteasa (Pr2), cisteina proteasa
(Pr4), la carboxipeptidasa (MeCPA), metaloendoproteasa, dipeptidilpeptidasa, lipasas,
esterazas y quitinasas (poli N-acetil-b-D- glucosaminidasa). También se incluyen la accion de
metabolitos toxicos que alteran el transporte de cationes a través de la membrana celular, por
ejemplo la beauvericina producida por Lecanicillium (Verticillium) lecanni (Zimmermann)
Gams & Zarey y B. bassiana, y el basianolide producido por este tltimo hongo y por P.
fumosoroseus (Hajek y Leger 1994 y 2001, Alatorre 2007, Fan et al. 2007). La oosporeina es
otro metabolito toxico producido por B. bassiana que presenta actividad microbiana que
favorece el desarrollo del entomopatdgeno. Dichas toxinas provocan alteraciones en diversos
organelos, paralizan las células o causan un mal funcionamiento del intestino medio, tubos de

malpigio, tejido muscular y hemocitos (Alatorre 2007).

Dentro de los factores abidticos se pueden mencionar a los rayos ultravioleta que
minimizan la persistencia del patdgeno en el ambiente, la temperatura que afecta directamente
el proceso de desarrollo de la enfermedad, la humedad relativa como factor esencial para la
germinacion de las esporas de la mayoria de los hongos, el viento y la lluvia que actian como
agentes importantes en la diseminacion y el pH del medio de desarrollo (Hallsworth y Magan
1996, Shipp et al. 2003, Amarasekare y Edelson 2004, Ying y Feng 2004, Pucheta et al. 2006,
Thompsom et al. 2006, Alatorre 2007).
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4.3.1. Caracteristicas generales de B. bassiana

B. bassiana pertenece al grupo de los Hypocreales, éstos incluyen organismos que se
caracterizan por sus formas miceliales que llevan esporas asexuales (conidia) provenientes de
células conididgenas especializadas, libres o en estroma miceliar (conidi6foros, sinemas,
esporodoquios, acérvulos). Las colonias de B. bassiana se caracterizan porque alcanzan de
0.6-2.3 cm de diametro en ocho dias a 20 °C y son de apariencia polvosa. El crecimiento
micelial es de color blanco, pero puede tornarse amarillo o rosado. Los conidios se encuentran
dispuestos en zig-zag, son hialinos, globosos y generalmente miden de 2 a 3 um de didmetro
(Tanada y Kaya 1993). Especificamente, B. bassiana es el agente causal de la muscardina
blanca, la cual es infectiva a un amplio rango de insectos pertenecientes a diversos ordenes.
Los diferentes aislados de este entomopatogeno presentan diferencias en su virulencia sobre el
insecto huésped (Bing y Lewis 1991), asi como en sus caracteristicas fisiologicas (Sosa et al.

1994).

B. bassiana es el hongo entomopatdgeno mas ampliamente distribuido en el mundo, se
ha encontrado infectando insectos tanto en regiones de clima templado como tropical. Su
presencia natural se ha observado en diversos tipos de hdbitats: suelos alpinos, suelos
cultivados, areas forestales, arena del desierto y sabana (Wagner y Lewis 2000, Zimmermann
et al. 2007). Este hongo también ha sido aislado de una amplia variedad de insectos de
diferentes ordenes como Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera,
Hemiptera, Orthoptera, Siphonaptera, Isoptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera,
Dermaptera, Blattariae, y Embioptera (Vestergaard et al. 2003).

4.3.2. Modo de accion de B. bassiana

Al igual de otros patogenos, B bassiana presenta varias etapas desde la inoculacion hasta la
muerte del hospedero (Figura 1), pero como se sefial6 anteriormente existen diversos factores
que influyen el éxito de la infeccion de los entomopatogenos sobre sus hospederos. La

adhesion de las esporas de B. bassiana al hospedero depende de la superficie celular de la
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cuticula y las caracteristicas y cualidades adhesivas del propéagalo, las cuales son producidas
por conidios aéreos, blastosporas y conidios sumergidos (Holder y Keyhani 2005). La
germinacion también estd influenciada por ciertos lipidos, acidos grasos de cadena corta,
aldehidos, esteres grasos, cetonas y alcoholes con actividad antimicrobiana. Sin embargo, la
cuticula también puede estar cubierta con sustancias que son importantes para el inicio del
proceso infectivo como aminodcidos libres o péptidos que podrian desencadenar la
germinacion de la espora. De manera general, la germinacion de la espora inicia a las 10 h'y

esta casi terminada a las 20 h a 20-25 °C (Zimmermann 2007).

La penetracion de B. bassiana en las capas de la cuticula, desencadena una serie de
respuestas por el hospedero, por ejemplo la producciéon de fenoloxidasas, hemocitos y
melanizacion. Se conoce que durante el proceso de infeccion, especies del género Beauveria
producen enzimas proteoliticas y toxinas (Zimmermann 2007). Cuando la penetracién de B.
bassiana es exitosa, el hongo produce propagalos que se distribuyen y le permiten invadir
otras partes del cuerpo de su hospedero y la produccion de toxinas. Finalmente, se presenta la
muerte del insecto y se considera el final de patogénesis. El periodo de incubacion del
entomopatdgeno dentro insecto depende del hospedero, la edad del hospedero, temperatura y
la virulencia del aislamiento. Después de la muerte de insecto y, bajo ciertas condiciones de
humedad, el hongo comienza su fase saprofitica y emerge del cuerpo de insecto para producir
conidios sobre la superficie exterior del cadaver. Bajo condiciones de poca humedad, el hongo

puede sobrevivir en etapa hifal e incluso conidial dentro del cadaver (Zimmermann 2007).
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' = Scanning electron microscope micregraphs of the development of B. bassiana on H. fenuis. A) Conidia adhered to the tegument
(1000, 0 h after inoculation); B) Conidium adhered to the basis of a seta (2000X, 24 h); C) Germinating conidium, with halo
formation in the cuticle (4000X, 72 h); D) Peneiration of a germ-tube into the cuticle (3000X, 72 h); E) Details of the bipiramidal
crystals, possibly of oxalate (2000X, 95 h); F) Extrusion of the mycelium at intersegmental region (500X, 96 h); G) Conidiophore
formation and conidicgenesis on the termite head, with degradation of the cuticle (800X, 120 h); H and [} Details of the
conidiogenesis process (4000X and 2000X, 120 h, respectively)

Figura 1. Proceso infectivo de B. bassiana sobre la termita Heterotermes tenuis (Hagen).
(Tomada de Moino et al. 2002).
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4.3.3. Uso de B. bassiana para el control de plagas

Los enemigos naturales de insectos pueden ser empleados bajo tres amplias estrategias,
control bioldgico clasico, aumento y conservacion. Existen diversos ejemplos que muestran el
desarrollo de estas estrategias (Alatorre 2007, Jackson et. al. 2010). Beauveria bassiana es un
hongo que tiene un alto potencial como agente de control bioldgico en forma inundativa, ya
que es relativamente facil de producir masivamente y formular para aplicarse con equipo
tradicional (Pimentel 2005). En México, B. bassiana se ha liberado para el control de la broca
del café, H. hampei; mosquita blanca, Bemisia tabaci Gennadius en el algodonero;
lepidopteros defoliadores como Malacosoma spp. en sauce lloron (Salix spp.), Trichoplusia ni
Hibner, Plutella xylostella L., Copitarsia consueta Walter, Pieris rapae L y trips Thrips
tabaci Lindeman en hortalizas (Alatorre 2007). Bajo condiciones de laboratorio, se han
realizado algunas investigaciones enfocadas al control de E. varivestis mediante B. bassiana,
en donde se han observado diferencias en susceptibilidad relacionas con el origen geografico y

los hospederos (Espafia 2000).

La produccion de B. bassiana y otros hongos entomopatogenos como Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, P. fumosoroseus y L. lecanii se ha venido realizando en
los estados de Colima, Guanajuato, Sinaloa y Oaxaca para el control de plagas en cultivos de
hortalizas, gramineas y leguminosas. Estos hongos son producidos tanto en compaiiias
independientes (Agrobionsa) como estatales (CNRCB-DGSV, CESAVEG) (Tamez-Guerra et
al. 2001). B bassiana puede constituir una eficaz estrategia de manejo de insectos plaga,
aunque casi siempre tiene que ser utilizado en combinacidn con otras estrategias para lograr un
control sostenido de las plagas (De la Rosa et al. 2000). Por ejemplo, Wraight y Ramos (2005)
observaron una mortalidad del 25% en campo en larvas de la catarinita de la papa, L.
decemlineata, por efecto de B. bassiana (cepa GHA), dicha mortalidad logré incrementarse
hasta 35% cuando el hongo se aplico en forma conjunta con la bacteria B. thuringiensis. Feng
et al. (2004) reportan que la mortalidad de una poblacién de campo de la mosca blanca de los
invernaderos, T. vaporariorum, vario entre el 23 a 43% cuando se aplico B. bassiana solo y de
60 a 67.6 % cuando se utiliz6 en combinacion con dosis bajas de Imidacloprid, estos niveles

fueron mayores que los observados con el Imidacloprid solo. En un estudio realizado con la

15



broca del café, H. hampeii, se observo que diferentes aislados de B. bassiana y M. anisopliae
provocaron niveles maximos de control del 40.6 y 22.1% respectivamente, a los 30 y 40 dias
posteriores de su aplicacion en campos de café (De la Rosa et al. 2000). Estos autores sugieren
que para mantener e incrementar estos niveles de control es necesaria la implementacion de
otras practicas de control como la colecta, eliminacion de frutos infestados por la plaga y la

liberacion de parasitoides.
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V. HIPOTESIS

Hy: La susceptibilidad de E. varivestis hacia el hongo entomopatogeno B. bassiana depende

del origen geografico y fuente del indculo y la edad del hospedero.

H,: La susceptibilidad de E. varivestis hacia el hongo entomopatdgeno B. bassiana no depende

del origen geografico y fuente del indculo y la edad del hospedero.
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VI. OBJETIVOS

General

Evaluar la susceptibilidad de E. varivestis hacia aislamientos nativos de B. bassiana en

condiciones de laboratorio.

Especificos

1. Evaluar la virulencia de cuatro aislamientos nativos y uno comercial de B. bassiana

sobre adultos de E. varivestis.

2. Determinar las concentraciones letales medias (CLsp) y el tiempo medio para morir
(TMM) en larvas de tercer estadio y adultos de E. varivesti expuestos a dos

aislamientos nativos de B. bassiana.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Lugar de trabajo

El trabajo experimental se realiz6 en el Centro de Reproduccion de Organismos Benéficos del
Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato (CESAVEG), ubicado en las instalaciones

del Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad de Guanajuato en Irapuato, Guanajuato.

7.2. Cria de E. varivestis

Se establecid en condiciones de laboratorio a partir de insectos colectados en cultivos de frijol
en los municipios de Ocampo y San Felipe, Guanajuato, durante el ciclo de temporal
primavera-verano de 2008. Los adultos se colocaron en grupos de 100 individuos en jaulas de
madera (50 x 50 cm) cubiertas con tela tul diamante. Los insectos se alimentaron con plantas
de frijol (20-30 cm de altura) de la variedad Flor de Junio Marcela, las cuales se cultivaron en
condiciones de invernadero en bandejas de plastico de 34 x 28 x 14 cm provistas del sustrato
Sunshine mix # 5 (Sun Gro Horticulture Inc.). La cria del insecto se mantuvo bajo las
siguientes condiciones ambientales: 25 + 2°C, 60 al 80% de HR y un fotoperiodo de 12:12 h

(luz-oscuridad).

7.3. Origen de los aislamientos de B. bassiana

Se utilizaron cuatro aislamientos de B. bassiana provenientes de diferentes especies de
insectos colectados en cultivo de maiz en el estado de Guanajuato, los cuales forman parte de
la coleccion de hongos entomopatogenos del CESAVEG (Cuadro 2). Ademas, se evaluo la

cepa GHA de B. bassiana proveniente del producto comercial Mycotrol® ES.
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Cuadro 2. Origen de los aislamientos de B. bassiana considerados en el estudio.

Aislamiento Hospedero Origen geografico
Melanoplus differentialis (Thomas) (Orthoptera:

Bb37 Apaseo el Alto, Gto.
Acrididae)

Bb38 Phyllophaga sp. (Coleoptera: Scarabacidac) Jerécuaro, Gto.

Bb40 Phyllophaga sp. (Coleoptera: Scarabacidae) Huanimaro, Gto.

Bb41 Mycotrol (cepa GHA) --

Bb45 Gusano de alambre' (Coleoptera: Elateridae) Irapuato, Gto.

"Especie no determinada.

7.4. Produccion del inéculo

Los aislamientos de B. bassiana procedieron de stocks conservados en silica gel a 4 °C. Los
aislamientos se cultivaron en cajas Petri que contenian el medio de cultivo Agar Dextrosa
Sabouraud (ADS), mismas que se colocaron a 25 + 2 °C durante 15 d. Posteriormente, se
produjeron cultivos monospoéricos para cada uno de los aislamientos mediante algunas
modificaciones de la técnica de Ho y Ko (1997). A las cajas que contenian las siembras
reactivadas se les agregaron 200 pL de agua destilada, la cual se mezclo con el hongo y se
extrajo una alicuota que se depositd dentro de un tubo de ensayo con 10 mL de agua destilada.
La suspension de conidios se vertid en cajas Petri con ADS, éstas se mantuvieron en reposo
durante 10 min a temperatura ambiente; se elimind el exceso de agua y nuevamente se dejaron
reposar por 24 h. Las cajas con el hongo se observaron en el estereoscopio y, con la ayuda de
una jeringa de insulina, se tomaron cinco conidios germinados para colocarlos por separado en
cajas Petri con ADS, éstos fueron incubados a 25 + 2 °C hasta su esporulacion. Todo el

procedimiento anterior se llevo a cabo en condiciones estériles.
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7.5. Porcentaje de germinacion de los conidios

Para validar la germinacion de los conidios procedentes de los cultivos monosporicos, antes de
cada experimento, se tomo una muestra de éstos con la ayuda de un asa bacterioldgica y se
deposito en un vial que contenia 10 mL de agua destilada estéril con Inex A® al 0.01%, dicha
solucion se agitd por 5 min. Con una pipeta Pasteur se tomo una alicuota de la suspension de
conidios y se dispersd una gota de la suspension sobre dos trozos de ADS. Los conidios se
incubaron a 25 + 2 °C y la germinacion se evalu6 a las 17 h posteriores a la incubacion. La
cuantificacion de los conidios se realizd en un microscopio Optico a 40X, en donde se
consideraron conidios viables aquellos que presentaron un tubo germinativo de una longitud
mayor a la mitad del tamafio de los mismos. Para el calculo del porcentaje de germinacion, se
utilizé la siguiente formula: % germinacion de conidios = (V/T) x 100, donde V = total de
conidios viables y T = total de conidios en la muestra (viables y no viables). Las soluciones
fungicas se ajustaron a un 100% de viabilidad y la concentracion se determind con un

hemacitometro mediante observacidén en un microscopio optico a 40X (Rombach 1989).

7.6. Bioensayos

7.6.1. Experimento 1. En el presente y los subsecuentes experimentos, los bioensayos se
realizaron mediante el método de inoculacioén por inmersion (Posada y Vega 2005). Para este
caso, los adultos (~ 5 d de edad) se expusieron a una sola concentracion de cada aislamiento (1
x 10* conidios viables/mL) incluyendo a la cepa comercial GHA. Para ello, diferentes grupos
de 10 insectos se colocaron en vasos desechables de 150 mL, los cuales se desinfectaron y se
acondicionaron a manera de red con un fondo de tela tul. El vaso se sumergio en la suspension
de conidios durante 10 s. Para evitar que los insectos flotaran, se coloco sobre éstos otro vaso
de pléstico de la misma capacidad antes mencionada. Posteriormente, los individuos se
colocaron para su secado sobre toallas estériles de papel por un periodo de 30 min. Cabe
seflalar que antes de la inoculacion, los insectos se desinfectaron en una solucion de
hipoclorito de sodio a 0.1 % durante 10 s y se enjuagaron dos veces. Las concentraciones se

prepararon en agua destilada estéril mas el surfactante Inex-A® a 0.01 % vol:vol. Los insectos
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testigo se trataron Unicamente con agua mas el surfactante. La inoculacion se realizo en la

campana de flujo laminar.

Después de la aplicacion de los tratamientos, los insectos de cada grupo se colocaron
individualmente en tubos de plastico estériles de 15 ml (Axxigen ®) tapados con algodon, el
cual se humedecidé diariamente con agua destilada estéril. Los adultos se alimentaron
diariamente con hojas frescas de frijol previamente desinfectadas en una solucion de
hipoclorito de sodio a 0.01 %. Los insectos tratados se mantuvieron a una temperatura de 25 +
2 °C en ausencia de luz durante 10 d. El registro de la mortalidad se realizo cada 24 h. Por
cada aislamiento, se realizaron siete repeticiones en diferentes dias con 10 insectos para cada

una. Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado.

7.6.2. Experimento 2. Se realizaron bioensayos para determinar la CLsy de dos de los
aislamientos que provocaron mayor mortalidad activos (Bb37 y Bb40). La CLs se calculo
para los adultos (~5 dias de edad) y las larvas de tercer estadio (~ 12 dias de edad). Se
aplicaron cinco concentraciones por cada aislamiento en un intervalo de 1 x 10°a 1 x 10’
conidios viables/mL. Por cada aislamiento, se realizaron cuatro repeticiones en diferentes dias

con 30 insectos para cada una.

7.6.3. Experimento 3. Se realizaron bioensayos para determinar el TMM en larvas de tercer
estadio y adultos de E. varivestis tratados con cada aislamiento. Estos ensayos se realizaron
con el mismo nimero de repeticiones descritos para los ensayos del experimento 2, pero en
éste caso sOlo se aplico una concentracién para cada aislamiento (1 x 10’ conidios

viables/mL), concentracion con la cual se esper6 obtener ~ 90 % de mortalidad.

7.7. Analisis estadisticos

Los resultados de los bioensayos iniciales se analizaron mediante un modelo de regresion
proporcional de Cox, el cual se realizé en el programa R v2.10.0 (Windows XP). Con dicho

modelo se evalu6 el efecto de los tratamientos sobre la sobrevivencia a través del tiempo de
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los adultos de E. varivestis. Las diferencias estadisticas se realizaron comparando las razones
de riesgos entre los tratamientos, determinandose un intervalo del 95 %. Para validar el
modelo se verifico el cumplimiento del supuesto de paralelismo. Para comparar el efecto entre
tratamientos, se realizé el ajuste de Bonferroni, considerandose significativos los tratamientos

que presentaron una P < 0.02.

Los resultados de los bioensayos de la segunda etapa se analizaron mediante un
analisis Probit de modelos paralelos. Antes de comparar la actividad entre aislamientos, se
observo si los datos de cada repeticion se podian combinar en un solo grupo de resultados. El
analisis consistié en aplicar tres tipos de modelos. Primero, el ajuste de todos los datos a una
sola linea Probit; segundo, la diferencia entre las ordenadas al origen de los datos de cada
repeticion y tercero la diferencia entre pendientes de cada grupo de datos. El mejor modelo se
seleccion6 en cada caso con base a pruebas parciales de F. Las concentraciones que causaron
el 50% de mortalidad se estimaron a partir del mejor modelo, los limites de confianza se
calcularon de acuerdo al teorema de Fieller (Fieller 1944). Una vez evaluada la similitud entre
repeticiones, se compard la respuesta entre aislamientos mediante el mismo tipo de analisis
descrito anteriormente. Todos los analisis se realizaron mediante el programa GenStat Ver. 8.2

(Lawes Agricultural Trust, Rothamsted Experimental Station 2005).

El calculo para el TMM se realizo6 en el programa GLIM (Generalized Linear
Interactive Modeling, Numerical Algorithms Group 1993) con wuna distribucion de
sobrevivencia Welibull (Aitkin et al. 1989), donde se excluyeron a los individuos vivos
(Farrar y Ridgway 1998), por lo tanto, el censor (W) fue invariablemente w=1. Este pardmetro
se calculd para las larvas de tercer estadio o los adultos de E. varivestis tratados con los dos
aislamientos seleccionados (Bb37 y Bb40) (bioensayos de la segunda etapa del estudio). Asi
mismo, el TMM se calcul6 para ambos estados de desarrollo tratados con cada aislamiento. En
ambos casos el calculo se realizo con los datos de mortalidad obtenidos a una concentracion

de 1 x 10° conidios viables/mL.
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VIII. RESULTADOS

8.1. Experimento 1. Tres de los cuatro aislamientos nativos de B. bassiana (Bb37, Bb38 y
Bb40) redujeron significativamente la sobrevivencia de los adultos de E. varivestis comparado
con la cepa comercial GHA (77 %) y el testigo (71 %) (likelihood ratio test = 89.37, g.1.= 5, p
=P <0.001) (Figura 2), aunque los tres primeros no difirieron significativamente entre si (P >
0.06 para todos los casos) (Cuadro 3). En contraste, la cepa GHA vy el aislamiento nativo Bb45
no afectaron significativamente la sobrevivencia de los insectos comparado con el testigo (P =

0.41 y P = 0.02 respectivamente). Asi mismo, Bb45 no difiri6 significativamente con respecto
a Bb38 (P =0.03).

100 -
501 ——Testigo
—8-Bb37 M. differentialis

s 60 - —#—~Bb38 Phyllophaga sp.
<
_g ——Bb40 Phyllophaga sp.
o
5}
E ——Bb41 cepa GHA
£ 40 _
2 —o—Bb45 Elateridae

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias posteriores a la inoculacion

Figura 2. Sobrevivencia de los adultos de E. varivestis a la aplicacion de 1x10° conidios/mL

de cuatro aislamientos nativos y uno comercial de B. bassiana en condiciones de laboratorio.
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Los aislados Bb37, Bb38 y Bb40 mostraron una mayor actividad insecticida sobre los
adultos de E. varivestis a partir del 5 dpi respecto a los aislados Bb45, cepa GHA y el testigo.
Cabe sefialar que en todos los casos, la actividad de los insectos tratados con el hongo
entomopatogeno disminuyd notablemente a partir del 3* dpi, lo cual posiblemente se relaciond
con el inicio del proceso infectivo del patégeno. Los aislados Bb37 y Bb40 se seleccionaron
para realizar los ensayos de la segunda etapa experimental, debido a que ambos redujeron
significativamente la sobrevivencia de los adultos de E. varivestis comparados con el testigo y
la cepa comercial a partir del 5° dpi. El aislado Bb38, aunque causo un nivel de reduccion de
sobrevivencia similar al Bb37 y Bb40, no se considerd para la siguiente etapa debido a que
proviene del mismo hospedero que Bb40 (larvas de Phyllophaga sp.), posiblemente esto

reflejé su comportamiento muy similar al aislado Bb40 (Figura 2).

Cuadro 3. Comparacion de razon de riesgo entre aislados de B. bassiana aplicados in vivo

sobre adultos de E. varivestis.

Coparacion y Limites de Confianza para la Razon de Riesgo entre Tratamientos

Valor de Significancia Limites de Confianza (95%
Tratamientos Probabilidad Confiabilidad)

Pr(>z)) Inferior Superior
Bb37 vs Testigo 5.11E-09 oAk 2.46027 6.10390
Bb38 vs Testigo 2.44E-05 Ak 1.71890 4.39697
Bb40 vs Testigo 1.93E-08 Ak 2.33704 5.80498
Cepa GHA vs Testigo 4.08E-01 n.s. 0.44137 1.39412
Bb45 vs Testigo 2.20E-02 n.s. 1.08598 2.88902
Bb38 vs Bb37 6.22E-02 n.s. 0.49455 1.01765
Bb40 vs Bb37 7.70E-01 n.s. 0.67646 1.33547
Cepa GHA vs Bb37 1.93E-10 HAA 0.12379 0.33100
Bb45 vs Bb37 7.27E-05 HAH 0.31046 0.67294
Bb40 vs Bb38 1.13E-01 n.s. 0.93305 1.92379
Cepa GHA vs Bb38 1.18E-06 kK 0.17206 0.47317
Bb45 vs Bb38 3.34E-02 n.s. 0.42971 0.96604
Cepa GHA vs Bb40 7.38E-10 oAk 0.13017 0.34843
Bb45 vs Bb40 2.14E-04 oAk 0.32638 0.70856
Bb45 vs Cepa GHA 2.31E-03 ok 1.33709 3.81334

Significancia "*** = 0.001", "** = 0.01", "* = 0.05", "n.s. = no significativo".
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8.2. Experimento 2. El andlisis indic6 que tanto en larvas como en adultos no se observaron
diferencias significativas entre las repeticiones realizadas con Bb37 y Bb40 (P > 0.001, para
todos los casos). Las diferencias entre las pendientes de cada grupo de datos indicaron que la
virulencia de ambos aislamientos fue estadisticamente similar tanto para larvas como para
adultos, lo anterior debido a que las ordenadas al origen (F; 36 = 0.03, P = 0.865 para adultos;
Fi136=0.22, P =0.641 para larvas) y las pendientes de las lineas de regresion (F; 3= 0.05, P =
0.824 para adultos; Fi3c = 0.56, P = 0.461 para larvas) no difirieron significativamente
(Cuadro 4). La sobrevivencia de los adultos y larvas de tercer estadio de E. varivestis fue
menor a medida que se increment6 la dosis de inéculo aplicado (1x10° a 1x10° conidios
viables/mL) con ambos aislados, con los cuales se obtuvo un rango de mortalidad de 17.5 a
87.5 % y de 30 a 88.3 % para adultos y larvas tratados con Bb37 y un rango de mortalidad de
30.8 2 98.3 % y 27.7 a 94.1 % para adultos y larvas tratados con Bb40, respectivamente
(Figura 3). Al igual que los valores de las CLsgs, no se observaron diferencias significativas
entre los valores del TMM calculados para las larvas de tercer estadio y los adultos tratados

con Bb37 y Bb40 (Figura 4).

8.3. Experimento 3. Cuando ambos estados de desarrollo se trataron con cada aislamiento, los
valores del TMM fueron significativamente menores para las larvas (87 y 100 h) comparados

con los adultos (130 y 134 h, para Bb37 y Bb40 respectivamente) (Figura 5).

Cuadro 4. Analisis Probit para dos aislamientos nativos de B. bassiana contra larvas de tercer

estadio y adultos E. varivestis.

Limites de Confianza

Estado de Concentracion Letal
Aislamiento

desarrollo CLso (con/ml) (L.C. 295 %)
Larvas de tercer Bb37 2.32x 10° 8.85x 10°—-5.61x10°
estadio Bb40 3.13x 10° 1.22x 10%—7.54 x 10°

Bb37 1.16 x 107 42x10°-3.25x 10’
7 6 7

Adultos Bb40 1.02x 10 3.69x 10°-2.85x 10

26



20 -

Bb37T M. differentialis
80 - =—— Adultos
=—# = Larvas de tercerestadio
70 - Bb40 Phyllaphaga sp.
—_ el A dultos
j.\?. a6l - ==l = Larvas de tercer estadio
.g S0 -
s
.E 40 -
=4
=
= 30 -
20 -
1¢ - S
~NTDw
n T T T T T 1

Testigo 1.E+05 1.E+06 1.E+07 1.E+08 1.E+09

Concentracién de conidios

Figura 3. Sobrevivencia de adultos y larvas de tercer estadio de E. varivestis a la aplicacion in

vivo de diferentes concentraciones conidiales de aislamientos nativos de B. bassiana a 10 dpi.
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Figura 4. Tiempo Medio para Morir calculado para dos aislamientos nativos de B. bassiana
aplicados sobre dos estados de desarrollo de E. varivestis. Columnas dentro de cada
aislamiento con la misma letra no difieren significativamente (Analisis Weibull, P < 0.05). Las
barras de error son intervalos a 95% de confianza.
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Figura 5. Tiempo Medio para Morir calculado para larvas de tercer estadio y adultos de E.
varivestis expuestos a dos aislamientos nativos de B. bassiana. Columnas dentro de cada
aislamiento con la misma letra no difieren significativamente (Analisis Weibull, P < 0.05). Las

barras de error son intervalos a 95% de confianza.
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IX. DISCUSION

El empleo de los hongos entomopatdgenos para el control de insectos plaga se ha realizado de
manera exitosa a nivel mundial (Liu y Bauer 2006, Lord 2007, Sabbahi et al. 2008). Sin
embargo, el grado de virulencia de éstos patogenos puede depender de varios factores como el
origen de los aislados o fuentes de indculo indculo y la variacion entre las propias especies de
insectos blanco. Otros factores que pueden alterar la respuesta de los insectos a los hongos son
la concentracion aplicada y el método de aplicacion (Espana 2000, Behle et al. 2006).
Ademas, pequetias diferencias en las condiciones ambientales y geograficas pueden tener
también efectos sobre la virulencia de los hongos entomopatogenos (James et al. 1998,
Ceryngier 2000). En el presente estudio, los adultos de E. varivestis fueron muy poco
susceptibles a la cepa comercial de B. bassiana (GHA), en contraste tres de los cuatro
aislamientos nativos (Bb37, Bb38 y Bb40) afectaron negativamente la sobrevivencia del
insecto a través del tiempo en comparacion con la cepa GHA y el testigo. Estas diferencias en
la virulencia entre aislamientos nativos y exdticos de B. bassiana, puede deberse a que los
primeros estdn mejor adaptados para infectar a las especies de la misma region o area
geografica como lo reportan Cottrell y Shapiro-Ilan (2008) y puede ser el caso para la especie

nativa de México, E. varivestis.

Al igual que en el presente estudio, otros autores han observado poca actividad de la
cepa GHA en especies de coccinélidos O. v-nigrum, H. axyridis e H. convergens en
condiciones de laboratorio (Cottrel y Shapiro-Ilan 2003), aunque todos estos son insectos
depredadores. En contraste, las especies depredadoras A. bipunctata, C. septempunctata, C.
maculata y Cryptolaemus montrouzieri (Mulsant) fueron altamente susceptibles al producto
comercial BotanicGard® (cepa GHA) a una concentracion de 1x10° con/mL (Roy et al. 2008,
Smith y Krischik 2000).

En este estudio, el aislamiento nativo Bb45 también afectd a los adultos de E.
varivestis, pero no logré competir con dos de los aislamientos evaluados (Bb37 y Bb40). Estas
diferencias en la actividad entre aislamientos nativos de B. bassiana coincide con otros

autores. Espafa (2000) evaluo la susceptibilidad de larvas y adultos de E. varviestis hacia
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cuatro aislamientos de B. bassiana procedentes de diferentes hospederos y sitios geograficos
de México. El autor observd que el porcentaje de mortalidad varié entre 46 y 58 % para tres
aislamientos, cuyos hospederos de origen fueron en su mayoria de otros coledpteros; el
porcentaje de mortalidad mas alto (76 %) fue provocado por un aislamiento obtenido de
Diabrotica sp. (Chrysomelidae), valor que coincide con la mortalidad observada en este
estudio para Bb37 (74 %) y Bb40 (64 %) a los 10 dpi. Gindin et al. (2009) también observaron
variaciones en la virulencia entre aislamientos de B. bassiana procedentes de diferentes
hospederos y origen geografico hacia larvas y adultos del coleoptero Alphitobius diaperinus
Panzer (Tenebrionidae), uno de los insectos mas problematicos en las granjas de produccion
de pollo de engorda en Israel. La mortalidad causada por B. bassiana alcanzo hasta del 75% en
la etapa larval del insecto. Al igual que en este estudio, los autores observaron que algunos

aislamientos mostraron una mayor actividad insecticida hacia el insecto bajo estudio.

Tafoya et al. (2004) en un estudio realizado en México para el control del picudo del
nopal M. spinolae, también encontraron una mayor actividad insecticida de un aislamiento de
B. bassiana nativo respecto a otro procedente de Ecuador, aun cuando ambos aislamientos se
obtuvieron de la misma especie de insecto hospedero. En otros estudios con los coledpteros,
tales como el picudo blanco del pino, Pissodes strobi Peck (Curculionidae) (Trudel et al.
2007), la broca del café Hypothenemus hampei Ferrari (Bethylidae) (Gonzalez et al. 2001) y
las catarinas C. maculata, Propylea quatuordecimpunctata (L.) y A. bipunctata (Todorova et
al. 2000, Bazzocchi et al. 2004), también se han registrado variaciones en la susceptibilidad

hacia diferentes aislamientos de B. bassiana.

En el presente trabajo se encontr6 que los valores de las CLsos calculados para los
aislamientos Bb37 y Bb40 no difirieron en ninguno de los estados de desarrollo de E.
varivestis evaluados (larvas de tercer estadio y adultos). James y Lighthart (1994) reportaron
una situacion similar en larvas de H. convergens expuestas a dos aislamientos de B. bassiana
(ARSEF 2883 y ARSEF 252), en donde los valores de las CLs¢s fueron iguales cuando los
insectos se trataron mediante el método por inmersion. En nuestro caso, los resultados indican
que los aislamientos de B. bassiana procedentes de distintos hospederos pueden tener el

mismo potencial para ser utilizados como agentes de control biologico de E. varivestis.
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Ademads, aunque en nuestro estudio los bioensayos no se disefiaron con la finalidad de
comparar la susceptibilidad entre larvas y adultos tratados con un mismo aislamiento (Bb37 o
Bb40), los valores de las CLsos indicaron que las larvas de tercer estadio fueron maés
susceptibles que los adultos. Asimismo, Espana (2000) observo que los distintos estadios
larvales de E. varivestis fueron mas susceptibles que los adultos cuando los insectos se

trataron con aislados nativos de B. bassiana procedentes de distintos hospederos.

Existen evidencias que la cuticula de los insectos influye en el proceso de la
patogénesis (Butt et al. 1995), por lo tanto las diferencias en susceptibilidad entre distintos
estados de desarrollo puede deberse al grado de esclerotizacion de la cuticula. Insectos de
cuerpo blando (ej., afidos), asi como en la etapa larvaria de los coledpteros, la cuticula
presenta una barrera mas vulnerable a la infeccion comparada con la cuticula mas
esclerotizada de los adultos (Butt et al. 1995, Todorova et al. 2000). Por otro lado, estos
resultados son importantes desde el punto de vista practico, ya que una menor cantidad de
indculo podria afectar a estados de desarrollo muy voraces y vulnerables de E. varivestis,

como es el caso de las larvas de tercer estadio (Pinto et al. 2002).

En otros estudios con coledpteros, los valores de las CLsos han sido variables y
diferentes a los obtenidos en el presente estudio. Por ejemplo, Cottrell y Shapiro-Ilan (2003)
estimaron una CLsy de 2.5 x 10° conidios/mL de B. bassiana para adultos de O. v-nigrum
tratados por inmersion con un aislado nativo; mientras que para H. axyridis una concentracion
de 3.9 x 10® conidios/mL no fue suficiente para causar el 50% de mortalidad del insecto. Un
valor muy alto de la CLs, (3.48 x 10" con/mL) se determiné para larvas de tercer estadio de
Diabrotica speciosa Germar (Chrysomelidae) tratadas con el aislamiento de B. bassiana
FHDI13 procedente de Maecolaspis bridarolli (Coleoptera: Chrysomelidae) (Consolo et al.
2003).

Como ya se sefialo anteriormente, existen diferencias en la susceptibilidad hacia los
hongos entomopatogenos entre insectos huéspedes y sus estados de desarrollo debido a una
serie de factores relacionados con el ambiente y la logistica de su aplicacion (Behle et al.

2006, Liu y Bauer 2006, Gindin et al. 2009). Adicionalmente, existen evidencias de que la
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variacion en la virulencia de B. bassiana se puede relacionar con la produccion y actividad
enzimdtica durante la penetracion en la cuticula del hospedero, la actividad enzimética del
hongo durante los procesos de germinacion de la espora, crecimiento de la hifa y penetracion
de ésta a la cuticula (Hajek y Leger 1994; Fan et al. 2007). Zimmermann (2007) sehala que
especies del género Beauveria producen enzimas proteoliticas, cuando se lleva a cabo la
penetracion del hongo se producen propagalos que se distribuyen y le permiten invadir otras

partes del cuerpo de su hospedero y la produccion de toxinas.

Los valores del TMM calculados para las larvas de tercer estadio y los adultos tratados
con Bb37 y Bb40 no difirieron entre si, aunque este pardmetro si vario cuando ambos estados
de desarrollo se trataron con cada aislamiento, en donde las larvas de tercer estadio murieron
(87-100 h) en un menor tiempo comparado con los adultos (130-134 h) (Figura 4). Estos
resultados pueden indicar que ambos aislamientos tienen la misma capacidad para producir la
enfermedad y, ademds, una mayor capacidad para causar dafio a los 6rganos o tejidos de las
larvas comparado con los adultos (Thomas y Elkinton 2004). Aunque los valores del TMM
podrian compararse con el tiempo letal medio (TLsp) determinado en otros estudios, es
importante sefialar que en nuestro caso los individuos vivos se excluyeron. De acuerdo con
Thomas y Elkinton (2004), las pruebas de virulencia son mas certeras cuando los individuos
vivos son excluidos, esto debido a que en muchos ensayos los sobrevivientes son aquellos que

no fueron infectados.

Cottrell y Shapiro-Ilan (2003) reportan valores del TLso de 230, 180 y 130 h para
adultos de O. v-nigrum tratados con B. bassiana mediante inmersion en soluciones fungicas
de 1 x 10% 1 x 10" y 1 x 10® con/mL, respectivamente. El ultimo valor coincide con el TMM
estimado para los adultos de E. varivestis (130 — 134 h) tratados con Bb37 y Bb40, pero la
concentracion utilizada en esta investigacion fue 10 veces mayor que la concentracion mas
alta utilizada para O. v-nigrum. En otro estudio con larvas de E. varivestis tratadas con
aislados de B. bassiana se observo que el TLsy se increment6 en la mayoria de los casos de
una manera proporcional (de 139 a 401 h) a la edad de la larva (del primer al cuarto estadio)

(Espafia 2000). Estos valores en su mayoria fueron mayores a los observados en este estudio,
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lo cual puede deberse a que se utilizd una concentraciéon 100 veces mayor que la utilizada por

Espaiia (2000) (1 x 10" con/mL).

Los hongos entomopatogenos forman parte del grupo de patdogenos mas
comercializados para el control de plagas a nivel mundial, cuyos formulados han sido
desarrollados mayoritariamente por empresas trasnacionales (Tamez-Guerra et. al. 2001). En
el presente estudio, se demuestra que algunos aislamientos nativos de B. bassiana pueden ser
una alternativa prometedora para el control de E. varisvestis, pero se recomienda continuar
con la realizacion de evaluaciones en laboratorio de los aislamientos Bb37 y Bb40 sobre otras
etapas de desarrollo de E. varivestis, debido a que en pruebas preliminares (datos no
mostrados) se ha observado una disminucion en la eclosion de huevecillos y en la emergencia
de adultos provenientes de pupas tratadas con ambos aislamientos, lo que sugiere que podria
ser un factor importante en la reduccion de la poblacion del insecto. También se recomienda
que estos resultados sean validados en condiciones de campo debido a la variacion que se
puede esperar por las condiciones ambientales y los métodos de aplicacion. Ademas, esta
ampliamente documentado que para tener un mayor impacto sobre las poblaciones de insectos
plaga, los hongos entomopatdégenos deben de ser empleados bajo varias estrategias

enmarcadas en un contexto de manejo integrado de plagas.
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X. CONCLUSIONES

En condiciones de laboratorio, tres de los cuatro aislamientos nativos de B. bassiana
(Bb37, Bb38 y Bb40) evaluados mostraron una mayor actividad insecticida hacia los

adultos de E. varivestis respecto a la cepa comercial GHA.

Los aislamientos Bb37 y Bb40 mostraron igual actividad sobre larvas y adultos de E.
varivestis, aunado a ello se observd que el tiempo medio requerido para provocar la

mortalidad en los insectos fue menor en las larvas comparado con los adultos.

Con base a los resultados observados, se concluye que los aislamientos nativos de B.
bassiana puede ser una mejor y viable alternativa para el manejo de las poblaciones de
E. varivestis, especialmente durante sus etapas larvales. Sin embargo, es necesario
continuar investigando sobre la actividad de estos aislamientos en condiciones de
laboratorio y campo con el objetivo de determinar sus efectos en otros estados de
desarrollo, las condiciones idoneas de su aplicacion, su persistencia, efectos sobre los

insectos no blancos y la compatibilidad con otros métodos de control.
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